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(57) Abstract 

The invention concerns a 
method of determining the activity 
of a regulatory factor, this activity 
being detected by means of a 
reporter system. To this end, gene 
arrays arc provided for a first and 
second regulatory factor and for 
one or more reporter systems. The 
active first regulatory factor affects 
the activity or expression of the 
second regulatory factor which 
affects, in turn, the reporter system. 
FoUowing addition of an inhibitory 
component, the activation of the 
reporter system is detected by the 
interaction between the first and 
second regulatory factors. 

(57) ZusammenfassuDg 

Die Erftndxmg betrifft ein Ver- 

fahrer rur Bpftimmung dr^ AJct-/i'J' 



Repression der Protein-Protein Wechselwirkung rwischcn 
LexA-CTF2 und ADl-TIM im RcpressoMbhangigen Verfahren 

REPRZCTOMOFTHB PR OTHN- PROTEIN rNTERACnONBTTWEEK 
LctA -CTW AND ADl -TIM INTHE REPRJSSOR-DEPCNDEWr PROCBS 




BONKNOPOWT 



^ //////}/// 



bhlbtmni 
MilBmr 



■SS-S— E2ZZ23 — *«p«" 

iMn- i^mm-m RZFORTCR 

^ TET.QCT I^3 0RUeZ 
BOKDWO ioN-DINO ««>R™Oe« 
»»OINT POINT 




0 If hj IsVi h 



>■:>'"■] 



H 0\D[NO BONDIVO ROORTDIOCM 

POTVT pnrvT 



r R O TEIN' - P ROTE FN' I\TT! Ra :: 

"ETT EST EXPRESS! ON 

f-OROWTH 0NLEUCI>JE-DE3nciKVT Vfvr.nrw 
I-BLLXONX-OAL 



.D?r (':- Keponersvstem riacnwtr 
- .-Ufrzu we:aen ucnanoru- 

nun gen fiir pin<»n frc^r.- nnH r^/eiten . > 

regulatorischen Fakt :- sowie ftir ein ode: mchrere Rcportersystemc rur Verfllgung gcsteUt. Der aktivc crste rcgulatorischc Faktor wirkt 
auf die Aktivitat Oder Expression des zweiten rcgulatorischen Faktors ein, der letztcre wiederum wirkt auf das Reporter^ystem ein Nach 
Zugabe emer inhibitorischen Komponente erfolgt der positive Nachweis der Aktivierung des Rcportersy stems Qber das Zusammenwirken 
der crsten und zweiten regulatorischen Faktoren. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfb5gen der Schriften, die intemationale 
Anmeldungen gcmass dcm PCT verCffentlichen. 



AT 


Osteireicb 


GA 


Gabon 


MR 


MauFctsiien 


AU 


Au&tralicn 


GB 


Vereinigtea Kftnigreich 


MW 


Malawi 


BB 


Barbados 


GE 


Georgicn 


\E 


Niger 


BE 


Belgieo 


GN 


Guinea 


NX 


Niederlande 


BF 


Buzjcma F&so 


GR 


Gnechenland 


NO 


Norwegen 


BG 


Bulgarien 


HU 


Uagam 


NZ 


Neuseeland 


BJ 


Benin 


IE 


IrUsd 


PL 


Polea 


BR 


Bruilieo 


IT 


lUliCD 


FT 


Portugal 


BY 


Belanii 


JP 


Japan 


RO 


Rumfinieo 


CA 




K£ 


Kenya 


RU 


RussiKhe FMendon 


CF 


Zeotrale Afrikanische Republik 


KG 


Kirpsistas 


SD 


Sudan 


CG 


Kongo 


KP 


Demokratische VoUcsrepublik Korea 


SE 


Schwedcn 


CH 


Schweiz 


KR 


Republik Korea 


SI 


Slowenien 


a 


Cbte d'lvoire 


KZ 


Kasachstan 


SK 


Slowakei 


CM 


Ktmenin 


LI 


Liechtenstein 


SN 


Senegal 






T K 




TV 






iitcmsc ne ktl;- 












■ -Lvcriiai: 
















.-.f pub Ilk Mcias. 








ipanien 


MO 




Lb 




Fl 


Fmnlmd 


ML 


Mali 


LZ 


UtbekisLan 


FR 


Frankreich 


VIN 


Mocgolei 




Viemam 



wo 95/20652 



PCT/EP95/00297 



1 



Verfahren zur Bestimmuna der Aktivi tat eines reaulatorischen Faktors sowie 

Verwendunq dieses Verfahrens 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der 
Aktivitat von regulatorischen Faktoren, wobei diese Aktivitat 
iiber die Aktivitat eines Reportersystems nachweisbar ist. 

In lebenden Zellen werden Stof fwechselleistungen entweder 
kontinuierlich oder aber nur in bestiitimten Entwicklungsphasen 
bzw. auf Grund auBerer Signale hin erbracht. Bei der durch 
Hormone vermittelten Signaliibertragung etwa werden die 
entsprechenden Signale iiber Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen von der aufleren Zellmembran in das Zellinnere 
hinein transportiert um dort, beispielsweise im Zellkern, in 
eine Aufforderung zur Teilung umgesetzt zu werden. Werden 
diese Wechselwirkungen gestort, kann dies eine gesunde Zelle 
aus dem Gleichgewicht bringen und zu Wachstumsstorungen 
fuhren. So kann z.B. eine entartete Zelle zu einem 
Krebsgeschwiir heranwachsen und iiber die Bildung von 
Metastasen den totbringenden Tumor uber den gesamten Korper 
verteilen. Auch Viren wie HIV (Human Immunodeficiency Virus) 
Oder HPV (Human Papilloma Virus) greifen in die natiirlichen 
Ablaufe der Zelle ein und mi/ibrauchen sie dazu, sich 
vervielfatigen urn dann weitere Zellen zu infizieren. 



zu 



Es ist offensichtlich, daB iiber solche Wechselwirkungen 
gezielt in das Geschehen einer Zelle eingegriffen werden 
kann, sofern die entsprechenden Proteine bekannt und einem 
einfachen Test zuganglich sind. In den vergangenen Jahren 
sind derartige Tests entwickelt worden. Sie beruhen letztlich 
darauf, daJi eine einfache biochemische Reaktion, die durch 



^ ....^^^.x^., rxLJutixiieji ciDnangig gemacht wira. 

Sogenannte in vivo Assays lassen diese Wechselwirkungen z.B. 
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in Hefezellen nachweisen, die leicht zu ziichten und auch fiir 
die Bildung menschlicher Proteine geeignet sind (Brent, R. et 
al., PCT-Verof fentlichung WO 92/05286; Fields, S. et al., 
U.S. 5,283,173). 

Die Transkription proteinkodierender Gene wird von einem 
Multiproteinkomplex bestehend aus Pol II und einer Reihe 
spezifischer und genereller Transkriptionsf aktoren initiiert. 
Eine Vielzahl dieser Faktoren ist in den letzten Jahren 
isoliert und charakterisiert worden, wodurch man erste 
Einblicke in die McchanisTnon ^'-»>- ^,,v.,^*,^-r,+- -; r.^v^^-r^ 
Genexpression erhalten hat (Zawel et al . , Curr. Opin. Cell. 
Biol. ( 1992) 4, S. 488-495; Cortes et al., Mol. Cell. Biol. 
( 1992) 12, S. 413-421; Flores et al., J. Biol. Chem. ( 1992 ) 
267, S. 2786-2793) . 

Neben der basalen Transkriptionsmaschinerie spielen vor allem 
die DNA bindenden Transkriptionsf aktoren eine entscheidende 
Rolle bei der stimulierten Genexpression. 

Die drei charakteristischen Merkmale von 

Transkriptionsaktivatoren, wie proto-Onkogene oder virale 
Transkriptions faktoren und Protein-Protein-Wechselwirkungen 
in Signalketten oder Multiproteinkomplexen, welche sie zu 
besonders geeigneten Targets fiir Untersuchungen machen, sind 
ihre hohe Diversitat, ihre Spezifitat sowie Ihre mogliche 
Rolle bei der Entstehung von Krankheiten. So sind z.B. mehr 
als 300 genspezifische Transkriptionsf aktoren bis heute 
beschrieben und es wird angenonunen, dafi ca. 3000 weitere 
derartige Faktoren vom menschlichen Genom kodiert werden. 
Ahnlich wie Rezeptoren an der Zelloberf lache gleicht 
praktisch kein Faktor und keine Protein-Protein 
Werhsel wi rkuna aenan der ^^nd^ren TorieF Pr^-^-^^^*^ v^'o^p^ c^^'^^o 
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Die DNA-bindende und die stimulierende Aktivitat miissen 
jedoch nicht auf einer Polypeptidkette lokalisiert vorliegen 
(Weston et al.. Cell (1989) 58, S. 85-93). Die Teilung dieser 
beiden Eigenschaf ten erlaubt zum Beispiel die Untersuchung 
einer Wechselwirkung zwischen zwei Proteinen X und Y, wobei 
der DNA-bindende Teil auf einem Protein X und der 
transkriptionsaktive Teil auf einem Protein Y lokalisiert 
sind (Fields et al . , Nature (1989) 340, S. 245-246). Die 
spezifische Inhibierung dieser Interaktion resultiert im 
Verlust der stimulierenden Aktivitat dieses Elements. 

Bisher sind Verfahren bekannt, um Inhibitoren nachzuweisen. 
welche die biologische Aktivitat von Oncoproteinen heiiunen 
(WO 92/05286). Diese Verfahren werden eingesetzt, um 
inhibitorische Komponenten zu identif izieren und 
klassifizieren, indem die Fahigkeit einer solchen Komponente 
untersucht wird, die Expression von Reportergenen zu 
beeinflussen. Nach der vorgenannten PCT-Verof f entlichung 
werden zur Durchfuhrung dieses Verfahrens Fusions gene 
bereitgestellt, welche fiir Fusionsproteine codieren. Diese 
Fusionsproteine binden an eine Bindestelle auf der DNA, wobei 
diese DNA fiir die Reportergene codiert, und vermitteln so die 
Expression des Reportergens . Wird die Expression des 
Reportergens untersucht, so ist eine Abnahjtie der Reportergen- 
Expression indikativ fiir eine Komponente, welche die 
Aktivitat der Fusionsproteine hemitit. 

Der Nachweis von Inhibitoren erfolgt bei Anwendung der 
genannten Verfahren ausschliefilich uber eine Abnahme der 
Expression der betreffenden Reportergene, d.h, es handelt 
sich um einen Negativnachweis . Das bekannte Nachweissystem 
ist insofern von Nachteil, da es gegebenenf alls die 
Empf indlichkeit eines Testsystem? hpr?ihpet7-^ w^--" - r 



. Atj.Lfei dDnemnenaei ^.xDressioii 

naufxg keine eindeutigen Aussagen moglich. Diese Nachteile 
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gehen darauf zuriick, daB eine zugesetzte inhibitorische 
Komponente einen Transkriptionsf aktor hemmt, der die 
Expression von Reportergenen beeinfluflt, d.h, es handelt sich 
um eine direkte funktionelle Verbindung von Inhibitor und 
5 Reportergen. Insbesondere ist eine fehlende Expression nach 
Inhibitorzugabe von Nachteil, da Versuchsdurchf iihrungen 
haufig auf Selektion von Organismen beruhen, wie im folgenden 
kurz erlautert. Wird so z.B. das Wachstum von Zellen nach 
Inhibitorzugabe untersucht, wachsen gerade die zu 

10 untersuchenden geheimnten Zellen nicht und miissen iiber weitere 
Versuchc nuchgewiesen werden. Ein Screening vieler 
verschiedener potentieller Inhibitoren ist daher nicht 
moglich. Die fehlende Expression von Reportergenen nach 
Inhibitorzugabe kann dariiber hinaus auch auf die Einf luBnahme 

15 weiterer Faktoren zuriickzuf iihren sein, beispielsweise des 
Inhibitors auf Faktoren der Translations- und 
Replikationsmechanismen sowie des Zellzyclus. Somit ist der 
Wirkungsort des Inhibitors haufig nicht klar zu definieren, 
woraus eine mangelnde Spezifitat der bisherigen 

20 Nachweissysteme resultiert. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher ^ ein 
Verfahren zur Verfiigung zu stellen, das die vorgenannten 
Nachteile nicht aufweist, das schnelle, eindeutige und 
25 spezif izische Aussagen iiber Testergebnisse ermoglicht sowie 
die Empf indlichkeit von Testsystemen verbessert. 

Die Erfindung lost diese Aufgabe durch das im unabhangigen 
Patentanspruch 1 angegebene Verfahren und die Verwendung nach 
30 Patentanspruch 63. Weitere bevorzugte Ausgestaltungen, 
Aspekte und Details des erf indungsgemaBen Verfahrens sind in 
den abhangigen Patentanspriichen 2 bis 62 sowie 64 und 65, den 
1 rhn^i naf^^"" Tahplip^^^ ^^r^ Hot- v^^,^^^ ^ , , ^-t- 7^ ^ v ^r- -r , 

-erDesserLeb ..dcnweis sys teiii :, ui .nKtivitaL emes 

regulatorischen Faktors zur Verfiigung. Hit dem angegebenen 
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Verfahren kann auch im lebenden Organismus eine 
inhibitorische Komponente durch Expression bzw. verstarkte 
Expression eines Reportersystems nachgewiesen werden, ohne 
daB die Nachteile bekannter Verfahren auftreten. 

5 

Damit wird die Empf indlichkeit des Testsystems entscheidend 
erhoht und ermoglicht das Screenen von Inhibitorbibliotheken 
groiier Komplexitat (uber lO^ verschiedene Molekiile) . 

10 Hiermit wird ein neues Prinzip zum Screenen nach Inhibitoren 
und Chemikalien, die entsprechcnds Aktivitaten inodif izieren, 
eingesetzt. Der Assay kann auch zur Identif izierung bislang 
unbekannter Wechselwirkungen verwendet werden. 

15 Wesentlich fiir das erf indungsgemaBe Verfahren ist das 
Bereitstellen mindestens eines zweiten regulatorischen 
Faktors. Das im folgenden beschriebene Verfahren wird 
bevorzugt in Wirtsorganismen durchgef iihrt , wodurch jedoch 
nicht ausgeschlossen werden soil, entsprechende Verfahren 

2 0 auch auBerhalb eines Organismus durchzuf iihren . Als 
Wirtsorganismen werden Mikroorganismen, insbesondere 
Bakterien, oder eukaryotische Zellen, insbesondere Hefen, 
eingesetzt. Besonders bevorzugt sind der Bakterienstamm 
Escherichia coli oder der Hefestamm Saccharomyces cerevisia. 

25 

GemaB der vorliegenden Erfindung werden, wie vorstehend 
erwahnt, bevorzugt in einem Wirtsorganismus , mindestens ein 
Reportersystem mit mindestens einer ersten Genanordnung, 
welche mindestens ein Reportergen aufweist, bereitgestellt . 
30 Die Expression der Reportergene dient als Nachweissystem. 

Des weiteren wird mindestens ein erster regulatorischer 
Faktor bzw. die entsprechende r;on;^nordT^nT^^ Ko>-o ^" + -roc- ^ . ^ ^ + 



---- -:m ^ ^ . a/.Lui ^„^ueii ..aei nienrere zweite 

regulatorische Faktoren und nicht direkt die Aktivitat des 
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Reportersystems, wodurch es erstmals ermoglicht wird, die 
Aktivitat eines ersten regulatorischen Faktors durch ein 
positives Signal nachzuweisen. 

Der mindestens eine zweite regulatorische Faktor wird durch 
mindestens eine zweite Genanordnung codiert. Aus Griinden der 
Vereinfachung wird bei den bereits erwahnten und den im 
folgenden genannten, am Verfahren beteiligten Komponenten 
nicht iimtier ausdrucklich erwahnt, daJ3 sowohl eine als auch 
mehrere Komponenten wie Gene, Genanordnungen, regulatorische 
Faktoren, Proteine usw. , beteiligt sein konncn. Es soil 
jedoch so ausgelegt werden, daJ5 diese Moglichkeiten 
eingeschlossen sind. Bevorzugt wird die Aktivitat des zweiten 
regulatorischen Faktors durch den ersten regulatorischen 
Faktor beeinfluJit. Uber eine Wechselwirkung des zweiten 
regulatorischen Faktors mit Komponenten des Reportersystems 
wird auch Einflufl auf die Aktivitat des Reportersystems 
genommen. Somit wird gemafi der vorliegenden Erfindung die 
Aktivierung des Reportersystems durch Zugabe einer 
inhibitorischen Komponente iiber das Zusammenwirken der ersten 
und zweiten regulatorischen Faktoren nachgewiesen . 

Der erste regulatorische Faktor enthalt eine oder mehrere 
regulierende Komponenten. Enthalt der erste regulatorische 
Faktor mehrere regulierende Komponenten, ist insbesondere die 
zusammengesetzte Form die aktive Form. Bei den ein oder 
mehreren regulierenden Komponenten handelt es sich haufig urn 
ein Oder mehrere regulierende Proteine. Die regulierenden 
Proteine sind bevorzugt ein oder mehrere 

Transkriptionsregulatoren, beispielsweise Transkriptions- 
faktoren. In einer bevorzugten Aus fiihrungs form enthalt der 
Transkriptions faktor nur ein Protein. 



■ ..-Ld^^ .;e: 

laiisKriptxonsreguiator mindestens zwei Hybridproteine , 
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insbesondere zwei Hybridproteine, welche von einer 
bereitgestellten dritten Genanordnung codiert werden. 

Die Hybridproteine sind bevorzugt ein erstes Hybridprotein, 
welches ein Fusionsprotein aus einer DNA-Bindedomane und 
einer ersten Proteinkomponente ist, und ein zweites 
Hybridprotein, welches ein Fusionsprotein aus einer 
Aktivierungsdomane des Transkriptionsregulators und einer 
zweiten Proteinkomponente ist. Durch Bindung zwischen den 
beiden Proteinkomponenten, die auch Targets genannt werden, 
entsteht der aktive Transkriptionsregulator . 

Die regulierenden Komponenten des ersten regulatorischen 
Faktors sind gemafl dem vorliegenden Verfahren nicht auf 
regulierende Proteine beschrankt. So kann beispielsweise der 
erste regulatorische Faktor Nucleinsauren oder auch weitere 
Komponenten enthalten. 

Die Aktivitat des mindestens einen ersten regulatorischen 
Faktors wird durch inhibitorische Komponenten beeinfluBt. 
Diese inhibitorischen Komponenten sind bevorzugt Naturstoffe 
wie Peptide, Nucleinsauren und Kohlenhydrate oder 
niedermolekulare Substanzen oder andere chemische Substanzen 
Oder auch durch Mutagenese veranderte Bestandteile des ersten 
regulatorischen Faktors . 



eine 



In einer weiteren bevorzugten Aus fiihrungs form wird 
vierte Genanordnung fiir die Expression von Peptiden 
bereitgestellt. Diese Peptide weisen insbesondere eine 
inhibitorische Aktivitat auf. So konnen in vivo 
synthetisierte Peptidlibraries zur Inhibierung von 
regulatorischen ' Faktoren eingesetzt werden. in weiteren 
bevorzugten Ausgestaltungen werden hoi ob< r,--. v-.^v:,..- . 
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Besonders wichtig ist die Einwirkung der inhibitorischen 
Koinponenten auf die Aktivitat des ersten regulatorischen 
Faktors durch Einwirkung auf die Wechselwirkung zwischen 
mindestens zwei regulatorischen Komponenten, die in dem 
ersten regulatorischen Faktor enthalten sind. Diese 
Einwirkung ist bevorzugt eine Hemmung der Wechselwirkung der 
regulatorischen Komponenten. Die Aktivitat kann auch aufgrund 
mehrerer Komponenten, z.B. in einem Multiproteinkomplex, 
reguliert werden. Dieser Komplex ist solange aktiv, wie 
einzelne oder mehrere Bausteine diesen Komplex bilden. Erst 
die Inhibierung einer oder mehrerer dieser Komponenten 
zerstort die Aktivitat des gesamten Komplexes . Auch vom 
bisher Beschriebenen abweichende Aktivitaten, die in 
irgendeiner Weise die Expression des zweiten regulatorischen 
Faktors aktivieren, sind als erster regulatorischer Faktor 
geeignet. Die Inhibierung des ersten regulatorischen Faktors 
kann sowohl die Aktivitat des Transkriptionsregulators 
und/oder die Generierung des Transkriptionsregulators 
betreffen. Insbesondere wird die Wechselwirkung zwischen zwei 
regulierenden Proteinen des ersten regulatorischen Faktors 
gehemmt. Wird eine der genannten Wechselwirkungen gehemmt, 
liegt ein inaktiver oder in seiner Aktivitat herabgesetzter 
erster regulatorischer Faktor vor. Inf olgedessen ist die 
Interaktion des ersten regulatorischen Faktors mit dem 
zweiten regulatorischen Faktor gehemmt oder herabgesetzt . In 
einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird die 
Wechselwirkung zwischen dem ersten regulatorischen Faktor und 
dem zweiten regulatorischen Faktor beeinfluBt. Auch diese 
Einwirkung ist besonders bevorzugt eine Hemmung. In einer 
besonders vorteilhaf ten Ausf iihrungsf orm beeinflufit der 
Inhibitor die Wechselwirkung des ersten regulatorischen 
Faktors mit Genabschnitten der zweiten Genanordnung . In einer 
weiteren Ausgestaltung des erf indungsgemaBe 

■ u ^ i i L. v...: uLKci^^, .ie:. 

i.xiiae5i_ens einen zweiten regulatorischen Faktor, 
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beispielsweise iiber Kinasierung, Dephosphorylierung, 
Spaltung, Umfaltung oder Konf ormationsanderung . 

Wird kein Inhibitor zugesetzt, liegt der erste regulatorische 
Faktor insbesondere in der aktiven Form vor und wirkt auf die 
Aktivitat des zweiten regulatorischen Faktors ein. Es ist des 
weiteren bevorzugt, daJ3 der erste regulatorische Faktor mit 
DNA"Abschnitten der fiir den zweiten regulatorischen Faktor 
codierenden zweiten Genanordnung wechselwirkt und somit die 
Expression des zweiten regulatorischen Faktors beeinfluBt. 

Die Zugabe einer inhibitorischen Komponente beeinfluBt 
beispielsweise die Wechselwirkung zwischen mindestens zwei 
Komponenten, welche geineinsam den ersten regulatorischen 
Faktor bilden. In einer weiteren Ausf iihrungsf orm wirkt die 
Zugabe der inhibitorischen Komponente auf die Aktivitat des 
ersten regulatorischen Faktors ein, unabhangig davon, ob er 
eine oder mehrere regulierende Komponenten enthalt. Die 
Einwirkung auf die Aktivitat betrifft beispielsweise die 
transkriptionsaktivierende oder bindende Aktivitat des ersten 
regulatorischen Faktors oder die Interaktion des ersten und 
zweiten regulatorischen Faktors. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm beeinflufit die Zugabe einer 
inhibitorischen Komponente sowohl die genannte Wechselwirkung 
als auch die genannte Aktivitat. Die Einwirkung ist bevorzugt 
eine Hemmung der Wechselwirkung und/oder der Aktivitat. 

Durch Zugabe der inhibitorischen Komponente wird bevorzugt 
die Wechselwirkung zwischen dem ersten regulatorischen Faktor 
und einem DNA-Abschnitt der zweiten Genanordnung, welche den 
zweiten regulatorischen Faktor codiert, wobei es sich 
insbesondere urn eine Hemmuna handelt, bpeinf^nRt r.;^ 



^ . — . :.^rupu:ien Le: . .^nr^ 

emer Emwxrkung auf die Genexpression der zweiten 
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Genanordnung , insbesondere zu einer Henunung der Genexpression 
der zweiten Genanordnung. Besonders bevorzugt fiihrt die 
Zugabe der inhibitorischen Kornponente iiber eine Henunung der 
Aktivitat des regulierenden Proteins zu einer Hemmung der 
Expression der zweiten Genanordnung. 

Gemafl einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung des 
erfindungsgemaflen Verfahrens wird durch die Zugabe einer 
inhibitorischen Kornponente auf die Wechselwirkung zwischen 
mindestens zwei Komponenten eingewirkt, wobei eine dieser 
Komponenten eine regulatorische Kornponente ist oder eine 
regulatorische Kornponente enthalt. 

Vorteilhaft ist, wenn diese regulatorische Kornponente eine 
Proteinkomponente ist oder mindestens eine Proteinkomponente 
enhalt. Bevorzugt sind bei den Proteinkomponenten 
Fusionsproteine . 

GemaiJ einer besonders bevorzugten Ausgestaltung ist die 
regulatorische Kornponente eine inhibitorische Kornponente. 

Die mindestens eine zweite Kornponente ist bespielsweise eine 
Proteinkomponente oder enthalt eine Proteinkomponente. Es hat 
sich als vorteilhaft erwiesen, daJ3 diese Proteinkomponente 
ein Fusionsprotein ist. 

Bei den zweiten Proteinkomponenten handelt es sich 
insbesondere urn Proteinkomponenten, die 

Verankerungsfunktionen besitzen. Bevorzugt erfolgt die 
Verankerung der miteinander wechselwirkenden 

Proteinkomponenten im Cytoplasma. Als vorteilhaft hat sich 
auch die Verankerung der miteinander in Wechselwirkung 
stehenden Proteine uber die Verankerungsfunktion der zweiten 
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GemaB einer weiteren vorteilhaf ten Ausf uhrungsf orm erfolgt 
iiber die Zugabe einer inhibitorischen Komponente eine Hemmung 
der Wechselwirkung zwischen den mindestens zwei Komponenten 
die Freisetzung der mindestens einen ersten Komponente, 
welche den inhibitorisch wirksamen Abschnitt enthalt. Diese 
freigesetzte erste Komponente interagiert mit dem 
transkriptionsaktivierenden Faktor der Genanordnung fiir den 
zweiten regulatorischen Faktor. Besonders bevorzugt wird der 
transkriptionsaktivierende Faktor durch den f reigesetzten 
inhibitorisch wirkenden Faktor gehemmt, wodurch eine Hemmung 
der Expression der zweiten Genanordnung erfolgt. 

In den bisher und auch im folgenden genannten 
Ausfuhrungsformen enthalten die regulatorischen bzw. 
interagierenden Komponenten Abschnitte, die die 

regulatorische bzw. interagierende Funktionen bedingen. Die 
entsprechenden Proteinabschnitte konnen eine oder mehrere 
Abschnitte oder Domanen beinhalten. Diese Abschnitte oder 
Domanen konnen sich in verschiedenen Regionen eines Proteins 
bzw. auf verschiedenen Proteinen befinden. 

Vorzugsweise werden die mindestens zwei Proteinkomponenten 
von einer fiinften Genanordnung codiert. 

Es hat sich als besonders vorteilhaft erwiesen, dafl die 
mindestens eine erste Proteinkomponente einen Abschnitt, der 
mit der mindestens einen zweiten Proteinkomponente 
wechselwirkt, einen Abschnitt, der mit einem 

Transkriptions faktor wechselwirkt sowie einen inhibitorischen 
Abschnitt enthalt, wobei erst nach Hemmung der Wechselwirkung 
der Bindung zwischen den mindestens zwei Proteinkomponenten 
die inhibitorisch wirkende zweite Proteinkomponente die 
Expression des zweiten regulatorischen Faktors hemmt . 



i^est.eii:^ ^-xne ersre regulatorische Komponente ein 
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Transkriptionsregulator Oder Transkriptionsf aktor des zweiten 
regulatorischen Faktors , der nach Inhibierung der 

Wechselwirkung mit der mindestens einen zweiten 
Proteinkomponente in seiner Aktivitat reduziert oder 
inaktiviert wird, wodurch eine Inhibierung oder Reduzierung 
der Aktivitat des zweiten regulatorischen Faktors erfolgt. 

Bei den zweiten regulatorischen Faktoren handelt es sich 
insbesondere um Proteine, beispielsweise, je nach 
Versuchsanordnung, uiti mindestens einen Repressor oder urn 
mindestens eine Rekomhinase. Die aktiven zweiten 
regulatorischen Faktoren wirken iiber eine Wechselwirkung mit 
Komponenten des Reportersystems auf die Aktivitat des 
Reportersystems ein. Der zweite regulatorische Faktor bindet 
bevorzugt an DNA-Abschnitte des Reportersystems. 

Ein Repressor, codiert durch die zweite Genanordnung, ist ein 
Beispiel fiir einen zweiten regulatorischen Faktor. Dieser 
Repressor beeinfluflt die Expression mindestens eines 
Reportergens, indem er bevorzugt an Komponenten des 
Reportersystems bindet. GemaB einer bevorzugten Ausgestaltung 
des erf indungsgemaBen Verfahrens wird die Bindung des 
Repressors an Komponenten des Reportersystems durch weitere 
Agenzien reguliert. So induziert beispielsweise das 
Antibiotikum Tetrazyklin eine Ablosung eines prokaryotischen 
Repressors von der DNA. Ein aktiver Repressor hemmt die 
Expression mindestens eines Reportergens . Wird dagegen, zrnn 
Beispiel durch Hemmung der Wechselwirkung der Hybridproteine 
des Transkriptionsregulators die Expression des Repressor- 
Gens gehemmt, erfolgt die Expression mindestens eines 
Reportergens . 

Eine Rekombinase, codiert durch dip 7wpit'= nryr^.^y^r-.^^^.^.r^--^ 

aie Keportersysteine Rekombinationselemente . Liegt ein aktiver 
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erster regulatorischer Faktor vor, eliminiert Oder invertiert 
die Rekombinase uber Rekombinationsprozesse mindestens ein 
Reportergen. Hierbei interagiert die Rekombinase mit den 
spezifischen, das Reportergen bzw. die Reportergene 
flankierende Rekombinationselemente und eliminiert oder 
invertiert das Reportergen, welches von den 
Rekombinationselementen flankiert wird. Sowohl nach einer 
Elimination als auch nach Invertierung wird das Reportergen 
nicht exprimiert. 1st also kein Inhibitor dem Versuchsansatz 
zugesetzt worden, liegt ein aktiver erster regulatorischer 
Faktor vor, der bevorzugt die fur einon zweitea 
regulatorischen Faktor codierenden Gene aktiviert, 
insbesondere uber Wechselwirkung mit DNA-Abschnitten . Der 
zweite aktive Faktor, wie z.B. ein Repressor oder eine 
Rekombinase, hemmt die Expression der Reportergene. 

Durch die Beeinflussung der Wechselwirkung von mindestens 
zwei regulatorischen Komponenten des 

Transkriptionsregulators, wobei die regulatorischen 
Komponenten insbesondere zwei Hybridproteine sind, wird in 
einer bevorzugten Ausgestaltung des erf indungsgema/ien 
Verfahrens die Expression mindestens einer Rekombinase 
gesteuert, wodurch eine Veranderung der Expression mindestens 
eines Reportergens erfolgt. Durch Hemmung der Wechselwirkung 
der Hybridproteine des Transkriptionsregulators (bzw. anderer 
regulatorischer Faktoren des Transkriptionsregulators) wird 
die Expression der Rekombinase insbesondere gehemmt und es 
erfolgt eine Expression des mindestens einen Reportergens. 

Besonders bevorzugt ist eine Ausfuhrungsf orm, bei der durch 
die Einwirkung auf die Wechselwirkung der mindestens zwei 
Proteinkomponenten die Expression mindestens eines Repressor- 
Gens gesteuert wird, wodurch eine Veranderuna der vyvr^^^^-- 
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Insbesondere wird durch Hemmung der Wechselwirkung der 
Proteinkomponenten die Expression des Repressor-Gens gehenurtt 
und eine Expression des mindestens einen Reportergens 
erf olgt . 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung 
wird durch die Einwirkung auf die Wechselwirkung der 
mindestens zwei Proteinkomponenten die Expression mindestens 
einer Rekombinase gesteuert, wodurch eine Veranderung der 
Expression mindestens eines Reportergens erf olgt. 

Besonders bevorzugt wird durch Hemmung der Wechselwirkung der 
Proteinkomponenten die Expression der Rekombinase gehemmt und 
eine Expression des mindestens einen Reportergens erf olgt. 

Die Versuche basieren darauf, daB unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen mindestens ein Genprodukt des mindestens 
einen Reportergens nachweisbar ist. 

GemaB bevorzugter Ausf iihrungsf ormen wird ein Genprodukt eines 
Reportergens oder werden mehrere Genprodukte mehrerer 
Reportergene exprimiert. In einer weiteren Ausgestaltung 
werden je nach variierenden Versuchsbedingungen ein bis 
mehrere Reportergene exprimiert . 

Der Nachweis des Genprodukts bzw. der Genprodukte erf olgt 
dann beispielsweise iiber eine oder mehrere Veranderungen des 
Phanotyps von Wirtszellen. In einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform ermoglicht das Genprodukt des Reportergens 
Zellwachstum der Wirtszellen in Mangelmedium. Das Genprodukt 
z.B. des Reportergens Leu2 ermoglicht Zellwachstum in Leucin- 
defizientem Medium. Bei einer weiteren vorteilhaf ten 
Abwandlung des erf indunqsqemaRen Verfahren^ w^-io- uofoc-^H--- 

' - — ^^^^^ii-L^fci-^zxenzer. oe^ ler 

Vers toff wechseiung der Aminosaure Leucin fiihren. Die 
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chromosomalen Mutationen konnen auch zu Defizienzen bei der 
Verstoffwechselung der Aminosauren Tryptophan und Histidin 
fiihren. Gegebenenf alls ist auch der Einsatz 
proteasedef izienter Hefen sinnvoll. 

Es ist auch bevorzugt, Genanordnungen bereitzustellen, die 
fiir ein oder mehrere Genprodukte codieren, wobei diese 
Genprodukte Substrate in einer meflbaren Farbreaktion unset zen 
konnen, wie z.B. das Reporter system LacZ . Das Genprodukt 
dieses Reportergens , die p-Galactosidase, reagiert mit 
verschiedenen Substraten in eincr sichtbaren Farbreaktion. 

Die fiir das vorliegende Verfahren genannten Genanordnungen 
konnen auf verschiedenen Vektoren oder demselben Vektor 
angeordnet sein. Als Vektoren werden insbesondere Plasmide 
verwendet. In einer weiteren bevorzugten Ausf tihrungsf orm sind 
ein Oder mehrere Vektoren mit einer oder mehreren 
Genanordnungen, oder eine oder mehrere Genanordnungen, ins 
Wirtsgenom integriert . 

Gemafl der vorliegenden Erfindung wird also durch Einsatz 
einer oder mehrerer inhibitorischer Komponenten zunachst die 
Aktivitat des ersten regulatorischen Faktors beeinfluJit, 
wobei dieser wiederum auf die Aktivitat des zweiten 
regulatorischen Faktors einwirkt. 

Der zweite regulatorische Faktor wirkt schliefllich auf die 
Expression des Reportergens ein. Bevorzugt wird gemaB der 
vorliegenden Erfindung durch Zusatz ein oder mehrerer 
inhibitorischer Komponenten die Aktivitat des ersten 
regulatorischen Faktors gehemmt, dadurch bedingt wird 
ebenfalls der zweite regulatorische Faktor gehemmt, wobei 
gemafi einer bevorzugten AusfiihT-imsf r'-Tv ^o, .. . 



■ " -..Mii-i;; ..x-^: ixpressio:; aes zweiten 

reguiatorischen Faktors gehemmt wird. Da in keinem Fall ein 
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aktiver zweiter regulatorischer Faktor vorliegt, wird das 
Reportergen bzw. werden die Reportergene exprimiert. Erst die 
Inhibierung des ersten regulatorischen Faktors bewirkt also 
eine Expression von Reportergenen . Der jeweilige Phanotyp 
hangt davon ab, ob der zweite regulatorische Faktor gebildet 
wird Oder nicht . Besonders hervorgehoben werden soil eine 
weitere Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung, wobei in 
einem Wirtsorganismus zwei Genanordnungen fiir zwei zweite 
regulatorische Faktoren, insbesondere Genanordnungen fiir 
einen Repressor und eine Rekombinase, neben den in z.B. 
Anspruch 1 erwahnten iibri gen zur Versuchsdurchf iilirung 
notwendigen Genanordnungen, bereitgestellt werden. 

Je nach Versuchsbedingung wird einer der beiden zweiten 
regulatorischen Faktoren, d.h. insbesondere Repressor Oder 
Rekombinase, oder werden auch beide gleichzeitig exprimiert. 
Hierdurch bedingt wird eine erhohte Spezifitat des Verfahrens 
erreicht . 

Die Inhibierung der Aktivitat des Transkriptionsf aktors bzw. 
des Transkriptionsregulators oder dessen Generierung fiihrt 
schliefllich zur Aktivierung des Reportergens bzw. der 
Reportergene . 

GemaB dem Verfahren der vorliegenden Erfindung ist es 
moglich, hochspezifische Inhibitoren nachzuweisen, sowie 
Selektivitat und Spezifitat des Nachweises von Inhibitoren zu 
erhohen. Mit dem vorliegenden Verfahren sind so z.B. bei 
Wachstumsversuchen selektiv die Zellen nachweisbar, auf die 
der Inhibitor eingewirkt hat, wahrend die "nicht geheimnten" 
Zellen nicht wachsen, d.h. es ergeben sich keine Probleme wie 
Uberwachsen der interessierenden Zellen. Damit wird die 
Empfindlichkeit des Testsystems entscheidend o^hr^v,- 



. --^-^-i.-^ .'.^^eKuj.t . ^OITl^l ,.Sl bb 

uem eriinaungsgemaBen Verfahren iiberhaupt zum ersten Mai 
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moglich, nach Inhibitorzugabe eine Identif ikation von Zellen, 
insbesondere auch aufgrund von Wachstuin, durchzuf iihren . Dies 
erweist sich als sehr vorteilhaft, wenn z.B. ein sehr 
ungiinstiges Verhaltnis von Zellen, auf die der Inhibitor 
einwirkt (meist sehr geringer Anteil), zu Zellen, auf die der 
Inhibitor nicht einwirkt, vorliegt. Des weiteren ist es 
moglich, Aussagen bezuglich des spezifischen Wirkungsortes 
des Inhibitors zu machen, da gezielt auf z.B. regulatorische 
Faktoren eingewirkt wird und erst nach Heiranung des Faktors 
die Reportergene exprimiert werden. So ermoglicht das 
Verfahren, Signalketten und ^ndere Regulationsmechanismeii zu 
untersuchen und bietet Voraussetzungen fiir eine spezifische 
Arzneimittelentwicklung. Das Verfahren dient zur Auffindung 
von Leitstrukturen, die bevorzugt zur Entwicklung von 
Therapeutika eingesetzt werden. Des weiteren wird das 
Verfahren bevorzugt zur Ermittlung von inhibierenden 
Substanzen, die beispielsweise als Leitstrukturen einsetzbar 
sind, verwendet. Diese inhibierenden Substanzen sind 
beispielsweise Peptide, Naturstoffe und synthetische 
Chemikalien. In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm 
werden zur Inhibierung des ersten regulatorischen Faktors in 
vivo synthetisierte Peptidlibraries bereitgestellt . 

Im folgenden werden bevorzugte Ausf iihrungsf ormen des 
Verfahrens gemaB der vorliegenden Erfindung dargestellt, 
wobei die Ausfiihrung jeweils unter Beriicksichtigung eines 
aktiven bzw. inaktiven ersten regulatorischen Faktors 
erlautert wird. Ausgegangen wird bei den Ausfuhrungen von 
Proteinen als regulatorische Faktoren. 

Als Reportergen dienen z.B. das Leu2-Gen, welches Wachstum 
auf Leucin-defizientem Medium ermoglicht, und das LacZ-Gen, 
dessen Genprodukt, die P-Galactos i dase . T.^r-cr^v. ^ o^o^r 



rilaularbung, ONPG (o-Nitro-phenyl-galactopyranosid) 



'.J r q 1 D ^. 
ergibt 
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Gelbfarbung) . Entsprechend analog zu Leu2 konnen auch andere 
Gene, welche Enzyme aus der Biosynthese codieren, wie z.B. 
das Gen URA3, eingesetzt warden, da seine Expression 
entsprechend defiziente Hef estamme komplementieren und damit 
Wachstum auf Uracil defizienten Medien ermoglichen kann 
(Sherman et al., Laboratory Course Manual for Methods, In: 
Yeast Genetics, (1986)). Auch die Aktivitat von Lucif erase 
Oder Chloramphenikol-Acetyltransferase kann leicht und 
schnell in enzymatischen Reaktionen nachgewiesen werden 
(Ibelgaufts, Gentechnologie von A bis Z (1990) VCH-Verlag 
(Weinheim) ) . 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der beiliegenden 
Zeichnungen naher erlautert. 



Fig. la und lb zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir einen Repressor sowie 
fiir die Reporterproteine, wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. la) und 
eines inaktiven (Fig. lb) Transkriptions- 
faktors mit der DNA dargestellt ist. 

Fig. 2a und 2b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir einen Repressor sowie 
fiir die Reporterproteine, wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 2a) und 
eines inaktiven (Fig. 2b) Transkriptions- 
regulators mit der DNA dargestellt ist. 

Fig. 3a und 3b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir eine Rekombinase sowie 
fiir Reporterproteine, wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Tiq. 3a ^ und 
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Fig. 4a und 4b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir eine Rekombinase sowie 
fiir Reporterproteine, wobei die 

Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 4a) und 
5 eines inaktiven (Fig. 4b) Transkriptions- 

regulators mit der DNA dargestellt ist. 

Fig. 5a und 5b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir einen Repressor sowie 
f^r die Reporterproteine, wobei die 
Wechselwirkung eiaes aktiven (Fig. ba) und 
eines inaktiven (Fig. 5b) Transkriptions- 
regulators mit der DNA dargestellt ist. 

15 Fig. 6a und 6b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir eine Rekombinase sowie 
fiir Reporterproteine, wobei die 

Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 6a) und 
eines inaktiven (Fig. 6b) Transkriptions- 
regulators mit der DNA dargestellt ist. 

Fig. 7a und 7b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir einen Repressor sowie 
fiir die Reporterproteine , wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 7a) und 
eines inaktiven (Fig. 7b) Transkriptions- 
regulators mit der DNA dargestellt ist. 



20 



25 



30 



Fig. 8a und 8b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir eine Rekombinase sowie 
fiir Reporterproteine, wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 8a) und 
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Fig. 9a und 9b zeigen schematisch dargestelle 

Genanordnungen fiir einen Repressor LexA- 
GST, wobei die Wechselwirkung eines 
aktiven (Fig. 9a) und eines inaktiven 
(Fig. 9b) ersten regulatorischen Faktors 
ADl-Tet mit der DNA dargestellt wird. 

Fig. 10a und 10b zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir einen zweiten 
regulatorischen Faktor Tet-GST, wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. lOa) 
und eines inaktiven (Fig. 10b) ersten 
regulatorischen Faktors LexA-CTF7 mit der 
DNA dargestellt wird. 

Fig. 11a und lib zeigen schematisch dargestellte 

Genanordnungen fiir einen zweiten 
regulatorischen Faktor Tet-GST, wobei die 
Wechselwirkung eines aktiven (Fig. 11a) 
und eines inaktiven (Fig. lib) ersten 
regulatorischen Faktors LexA-CTF2 - ADl- 
TIM mit der DNA dargestellt ist. 

Bei den in den Fig. 1 und 3 genannten Targets (Zielen) bzw. 
transkriptionsstimulierenden Targets handelt es sich urn 
regulatorische Faktoren, insbesondere um 

Transkriptionsf aktoren fur die Expression der zweiten 
regulatorischen Faktoren, auf die der Inhibitor einwirkt. Die 
regulatorischen Faktoren sind in den in den Figuren gezeigten 
Beispielen ein Repressor bzw. eine Rekombinase. 

Bei den in den Fig. 2 und 4 genannten Targets (Zielen) 
handelt es sich urr dip TT^ii-p-i nar^^'^' ; ^^-^r^---. - ; o^-r- - — 
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bindenden Aktivitat und Target II die regulatorische 
Komponente mit der transkriptionsaktivierenden Aktivitat ist. 

Bei den in den Fig. 5 und 6 genannten Targets (Zielen) 
handelt es sich iim die miteinander interagierenden 
Komponenten des ersten regulatorischen Faktors, wobei Target 

I die regulatorische Komponente mit sowohl der DNA bindenden 
als auch der transkriptionsaktivierenden Aktivitat und Target 

II die Komponente ist, mit der Target I wechselwirkt und 
ausschlieBlich bei ungestorter Wechselwirkung in der aktiven 
Form vorliegt. 

Bei den in den Fig. 7 und 8 genannten Targets (Zielen) 
handelt es sich urn miteinander interagierende Komponenten, 
wobei Target II die regulatorische Komponente mit sowohl 
einer inhibierenden Aktivitat als auch einer bindenden 
Aktivitat, und Target III eine verankerte Komponente ist. 

Die bindende Aktivitat des Target II bezieht sich auf die 
Wechselwirkung des von Target III gelosten Targets II mit der 
X-Komponente von Target I. Die X-Komponente von Target I 
wiederum ist ein aktivierender Transkriptionsf aktor des 
zweiten regulatorischen Faktors . 

Mit der Bezeichnung Aktivitat werden insbesondere 
Proteinabschnitte bezeichnet, die die jeweilige Aktivitat 
bzw. die betreffende Funktion bewirken. Hierbei konnen eine 
Oder mehrere Domanen betroffen sein. Die Domanen bzw. 
Proteinabschnitte konnen in verschiedenen Bereichen eines 
Proteins oder auf verschiedenen Proteinen lokalisiert sein. 



Entsprechend sind die Bindestellen dieser Faktoren als 
Target-Bindestellen bezeichnet. 
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Hefe-PTasmiriP 

Zur Expression der verschiedenen Gene in dem 
zugrundeliegenden Assay werden sowohl konunerziell erhaltliche 
Plasmide (z.B. pYES2 der Finna Invitrogen, Niederlande ) , als 
auch andere Konstrukte (Altmann, H. Dissertation (1994), 
Altmann H. et al . , Proc , Natl. Acad. Sci., USA (1994) 91, s. 
3901-3905) eingesetzt. Normalerweise besitzen diese Plasmide 
einen Replikationsursprungsort zur Vervielf altigung ihrer DNA 
in Hefen (z.B. "2Min-ori") sowie einen zur Replikation in 
Bakterien (z.B. "colEl-Ori " ) . Oesweiteren wsrden Markexyene 
zur Selektion dieser Plasmide in den beiden Organismen 
verwendet (z.B. URA3, HIS3, TRPl oder LEU2 in Hefe sowie Ampr 
Oder Tetr in e. coli) (Sherman et al.. Laboratory Course 
Manual for Methods, In: Yeast Genetics, (1986); Ibelgaufts, 
Gentechnologie von A bis Z (1990) VCH-Verlag (Weinheim) ) . 
Beispiele fiir Hefevektoren sind beschrieben (Winnacker et 
al.. From Genes to Clones (1987) VCH-Verlag (Weinheim); The 
Molecular and Cellular Biology of the Yeast Saccharomyces 
(1991) Vol. 1 und 2, Cold Spring Harbor Laboratory Press). 

Die Expression von Genen kann iiber konstitutive (z.B. ADHI- 
Promotor), induzierbare (z.B. Gall-Promotor) oder eigens 
konstruierte Target-abhangige Promotoren (NFI, Tet, LexA) 
erfolgen. 

Anstelle in Plasmide kloniert konnen die einzelnen Elemente 
des Assays auch in das Genom des verwendeten Hefestammes 
integriert werden (Sherman et al.. Laboratory Course Manual 
for Methods, In: Yeast Genetics, (1986)). Derartig in der 
Hefe lokalisierte Elemente benotigen keinen eigenen 
Replikationsursprungsort sowie Selektionsmarker . 
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a) Promotoren: 

ADHI-Promoter : Dieser konstitutiv expremierende Promoter 
wird iiber die Restriktion mit den Enzymen BamHI und 
5 Hindlll funktionell aus dem Plasmid pAAH5 isoliert 

(Aininerer et al., Methods in Enzymology ( 19 83) Academic 
Press, S. 192-201) . 

Gall -Promoter: Dieser auf Glukose-haltigen Medien 
10 reprimierbare und auf Galaktose-haltigen Medien 

induzierbare Promoter wird mit Kilfc des 
Restriktionsenzyms Spel aus dem Vektor pYES2 der Firma 
Invitrogen (Niederlande ) isoliert. 

15 inaktiver Gal 1 /Gal 1 0-Promoter : Dieser urspriinglich uber 

Galaktose induzierbare Promoter wird auf Sequenzebene 
derart deletiert, daB er in Hefe nur mehr basale 
Aktivitat besitzt (Yocum et al . , Mel. Cell. Biol. ( 1984) 
4, S. 1985-1998; West et al . , Mel, Cell. Biol. (1984) i, 

20 S. 2457-2478). Mit Hilfe der Restriktionsenzyme BamHI, 

EcoRI und Hindlll wird dieses Promotorelement aus dem so 
konstruierten Vektor pLRlAl isoliert und fiir weitere 
Zwecke verwendet. 

25 NFI-abhanaiaer Promoter: Die von Meisterernst et al . 

(Nucl. Acid Res. (1988) 236 , S. 27-32) gefundene 
Konsensussequenz als DNA-Bindungsstelle fiir Mitglieder 
der NFI-Farailie (Nuklear Faktor I) wird als 
Oligonukleotid synthetisiert und fiir die Konstruktion von 

30 NFI-abhangigen Promotoren verwendet (Altmann et al,, 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1994) 91, S. 3901-3905). 

Sequenz fiir 6 NFI-Bindestel len konst rn i f^r+- an^ yw^^ 
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1. Oligo: 

5'- TCG AGT TTT TGG CAC TGT GCC AAT TCT TTT TGG CAC TGT GCC AAT TCT 
3'- CA AAA ACC GTG ACA CGG TTA AGA AAA ACC GTG ACA CGG TTA AGA 

TTT TGG CAC TGT GCC AAT TC - 3 ' 
5 AAA ACC GTG ACA CGG TTA AG - 5 ' 

2. Oligo: 

5'- TTT TTG GCA CTG TGC CAA TTC TTT TTG GCA CTG TGC CAA TTC TTT TTG 
3'- AAA AAC CGT GAC ACG GTT AAG AAA AAC CGT GAC ACG GTT AAG AAA AAC 
10 GCA CTG TGC CAA TTC - 3' 

rn.T (ZTiC' ACG GTT J'^iAG AGC T - 5 ' 

Tet-abhanoiaer Promoter ! Die von Hillen et al . (Nature 
(1982) 297, S. 700-702) gefundene Konsensussequenz als 
15 DNA-Bindungsstelle fiir den Tet-Repressor wird als 

Oligonukleotid synthetisiert und fiir die Konstruktion von 
Tet-abhangigen Promotoren verwendet. 



20 



25 



Sequenz fiir die Tet-Operator-Bindestelle O1/O2: 

5'- TCG ATC TCT ATC ACT GAT AGG GAG TGG TAA AAT AAC TCT ATC AAT GAT 
3 ' - AG AGA TAG TGA CTA TCC CTC ACC ATT TTA TTG AGA TAG TTA CTA 

AGA - 3' 

TCT CAG A- 5' 



LexA-ab hanoiaer Promoter : Die DNA-Konsensussequenz als 
Bindungsstelle fiir den bakteriellen Repressor LexA 
wurde als Oligonukleotid synthetisiert und fiir die 
Konstruktion von LexA-abhangigen Promotoren verwendet 
30 (Altmann et al., Proc . Natl. Acad. Sci. USA (1994) 91, S. 

3901-3905; Wendler et al,, Nuc . Acid Res. (1994) 22, S. 
2501-2603; Brent et al . , Cell (1985) 43, S. 729-736). Urn 
dip repr i m i erendp a 1' ^ ^ --1- -^rw? r..-- 

aus dem Plasmid JKlOl (Golemis et al . , Mol . Cell. Biol. 
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( 1992 ) 12, S. 3006-3014) isoliert und fiir weitere 
Klonierungen eingesetzt. 

;o;<;P-abhanqiQer Promoter; Die von Hoess et al . (Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA (1982) 79, S. 3398-3402) 
beschriebenen loxP-Elemente, welche es der Rekombinase 
Cre des Coliphagen PI ermoglichen zwischen zwei 
derartigen Elementen liegende Sequenzen zu deletieren 
Oder zu invertieren warden als Oligonukleotid 
synthetisiert und fiir die Konstruktion von Cre-abhangigen 
Promotoren verwendet . 

Sequenz fiir das loxP-Rekombinase Element: 

5'- GAG ATC ATA TTC AAT AAC CCT TAA TAT AAC TTC GTA TAA TGT ATG CTA 
3-- CTC TAG TAT AAG TTA TTG GGA ATT ATA TTG AAG CAT ATT ACA TAC GAT 
TAG GAA GTT ATT AGG TCG - 3' 

ATG CTT CAA TAA TCC AGC AGC T - 5' 

b) Reportergene . 

^lacZ-Gen; Das LacZ-Gen wird viber die Restriktionsenzyme 
BamHI und Hindlll aus dem Plasmid pMC1871 (Casadaban et 
al., J. Meth. in Enzy. 100, (1983) 100, S. 293-308) 
isoliert und fur die weiteren Klonierungen eingesetzt. 

X^eug-gen ; Das Leu2-Gen wird mittels PCR-Reaktion aus dem 
Plasmid pAAHS (Ammerer, Methods in Enzymology (1983), S. 
192-201, Academic Press) isoliert und fiir die weiteren 
Klonierungen eingesetzt. 



eingesetzte Sequenzprimer : 
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Tet-Ge^; Das Tet-Gen wird mittels der Restriktionsenzyme 
Xbal und BstEII aus dem Plasmid pWH1950, ein Derivat des 
Plasmides pRT240 (Wissmann et al., Genetics (1991) 128, 
S. 225-232) isoliert und fur die weiteren Klonierungen 
eingesetzt • 

Cr?l-gen; Das Crel-Gen wird mittels PCR-Reaktion aus dem 
Coliphagen PI (Hoess et al • , J. Mol . Biol. (1985) 181, 
S. 351-363) isoliert und fiir die weiteren Klonierungen 
eingesetzt . 

eingesetzte Sequenzprimer : 

Crel: 5'- GGG GTA CCT ATG TCC AAT TTA CTG AC - 3 ' 
Crelrev:5'- GGG GTA CCG CGG CCG CCT AAT CGC CAT CTT CC - 3 ' 

c) Targetgene 

Nfl-gene: Die verschiedenen NFI-Gene werden kloniert und 
fiir die weiteren Klonierungen eingesetzt (Meisterernst et 
al., Nuc. Acid Res. (1988) 236, S. 27-32; Altmann et al . , 
Proc. Natl, Acad. Sci. (1994) 91, S. 3901-3905). 

LexA-Gen; Das LexA-Gen wird mit Hilfe der 
Restriktionsenzyme Hindlll und EcoRI aus dem Plasmid 
pEG202, einem Derivat des Vektors LexA202 mit einer 
zusatzlichen Polylinkersequenz hinter dem LexA-Gen (Ruden 
et al., Nature ( 1991) 350, S. 250-252) isoliert und fiir 
die weiteren Klonierungen eingesetzt. 

NFkB-Gen; Die codierende Sequenz fiir die 

transkriptionsaktive Domane TAj (Aminosaure 521-551) des 
Proteins NFkB wird mit Hilfe de? Pest r i Vt ^r^c^-TT^rr-e -rr- 

■ ■■ - ■■- ^- - .:■ .^^^^i ... i i ^ ^ . ... ^ ^- 1 A L e r e :\ 

Klonierungen eingesetzt . 
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TIM"Gen ; Die codierende Sequenz fiir den C-terminalen Tail 
des TIM-Proteins wird mit CTF2, einem Mitglied der NFI- 
Faiuilie, im sog. "interaction trap*' (Current Protocols in 
5 Molecular Biology, 1994; Altmann (1994) Dissertation) 

isoliert. 

GST-Gen ; Die kodierende DNA-Sequenz fiir die 2 6 kDa-Domane 
aus dem GST Protein ( Glutathion-S-Transf erase ) wird 
10 mittels Restriktionsenzyinen aus dem kommerziell 

erhaltlichen Plasmid pGEX 3X der Firma Fhcirniacia 
(Schweden) isoliert und fiir weitere Klonierungen 
eingesetzt » 

15 ADl-Tet ; Das Fusionsgen ADl-Tet setzt sich aus der sauren 

Aktivierungsdomane ADl, isoliert aus dem Plasmid pJG4-5 
(Gyuris et al., Cell (1983) 15, S. 791-803) mit Hilfe der 
Restriktionsenzyme Hindlll und EcoRI, und der kodierenden 
Sequenz fiir den Tet-Repressor (siehe oben) zusammen. 

20 

d ) Inhibitorexpression : 

TrxA-Gen; Das TrxA-Gen wird mittels PCR-Reaktion aus dem 
Plasmid pCJF7 (Lim et al . , J. Bact. (1985) 163, S. 31-36) 
25 isoliert und fiir die weiteren Klonierungen eingesetzt. 

eingesetzte Sequenzprimer : 

Trxl: 5'- GGA ATT CCC CGG GAT GAG CGA TAA AAT TAT TC - 3 ' 
30 Trxl rev: 5'- CGG GAT CCC TCG AGT CAG CTA ATT ACC CGG GTA CCA CTT G -3' 

"Random Qliao-Pool " : Zur Konstruktion eines "Random 

Oligo-Pools" wird pip y ^ r\7t=^} r^-rn^^ ^ i-^^^--^-^ ^ ' ^ 
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Sequenz : 

5'- TAG CCG ATT TAG GTG ACA CTA TAG AGA GCT CTT CCG TCT GGC TAG CNN 
BxNN BNN BNN BNN BNN BNN BNK BNN BNN BNN BAG CGC TGG TCC GAA GAG CTC 
5 TCC CTA TAG TGA GTC GTA TTA. .-3' 

N bedeutet, daJ5 an dieser Stelle alle 4 moglichen Basen 
(A, G, C und T) bei der Synthese zugegeben wurden (lUPAC- 
Nomenklatur) . 

10 

B bedeutet, daB an dieser Stelle die drci Easen G, C und 
T bei der Synthese zugegeben wurden ( lUPAC-Nomenklatur ) . 

Mittels Klenow-Polyitierase werden aus den Einzelstrangen 
15 Doppelstrange hergestellt. 

Diese vmrden anschlieBend nach Inkubation mit dem 
Restriktionsenzym Sapl in die RsrII-Schnittstelle des 
TrxA-Genes kloniert. 

20 

Experimentelle Vorgehensweise 

Die Kultivierung und Transformation von Bakterien, Hefen und 
hoheren eukaryontischen Zellen erfolgt nach 

25 Standardbedingungen (Ausubel et al., Current Protocolls in 
Molecular Biology (1987), John Wiley & Sons (New York); 
Miller, Experiments in Molecular Genetics (1972), Cold Spring 
Harbour, N.Y.; Sambrook et al . , Molecular Cloning ( 1989 ), 
Cold Spring Harbour Laboratory Press; Lindl et al . , ( 1987 ); 

30 Altmann et al., Proc . Natl. Acad. Sci. (1994) 91, S. 3901- 
3905) . 

Die Bakterienstamme vTKini (Hot- vi^r, ct^.T^^noT.r , ^ 

- ...v::;^. ..ie^ - ^rniG ..eut.s c:ni ana 

wurden fur die Experimente eingesetzt. 
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Die Bestimmung der P-Galaktosidase Aktivitat, dem LacZ- 
Genprodukt, erfolgt in sogenannten p-Galaktosidase Assays 
(Altmann et al . , Proc . Natl. Acad. Sci. ( 1994) 91, S. 3901- 
3905) . 

Zur Bestimmung der CAT-Enzym Aktivitat in Proteinextrakten 
nach dem Immunassayprinzip wird beispielsweise der von der 
Firma Boehringer (Deutschland) kommerziell erhaltliche "CAT- 
ELI SA" -Test verwendet. 

Beispie] 1 

Dieses Beispiel stellt die in Fig. 1 angegebene 
Konf iguration dar. 

1. Eine Genanordnung wird bereitgestellt , welche fiir 
einen Transkriptionsf aktor codiert. Dieser 
Transkriptionsfaktor bindet an DNA-Bereiche einer DNA 
(Target-Bindestelle) , die fur einen zweiten 
regulatorischen Faktor, in dieser Versuchsanordnung 
fiir einen Repressor, codiert. 

2. Des weiteren wird eine Repressorgenanordnung mit 
einer Bindestelle auf der DNA (Target-Bindestelle) 
fiir den unter 1 genannten Transkriptionsfaktor 
bereitgestellt . 

3. Eine Reportergenanordnung mit den Reportergenen Leu2 
und/oder LacZ wird ebenfalls bereitgestellt, wobei 
beide Reportergene im vorliegenden Verfahren vom 
Aufbau her den gleichen regulierbaren Promoter 
besitzen. Dieser Promoter sptrt sirh a^i^ e-.^or,=,^^. 



rransKriptionstaktor TF) bindet, aus einer oder 
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mehreren Repressorerkennungssequenzen, an die ein 
Repressor binden kann, und einer TATA-Box fiir die 
basale Transkription zusaimnen. 



5 a. Wird der Versuchsanordnung kein Inhibitor 

zugesetzt, liegt ein aktiver Transkriptionsf aktor 
vor, der die Expression eines Repressorproteins 
positiv reguliert. Der aktive Repressor bindet an 
die oben genannte Repressorerkennungssequenz bzw. 
10 Repressorbindestelle und reprimiert die Expression 

des Reportergens LacZ und/cder Leu2 , d.h. es 
findet kein Wachstum der Wirtsorganisinen statt^ 
eine Farbreaktion ist nicht nachzuweisen. 



15 b. Nach Zugabe eines Inhibitors wird die Aktivitat 

des ersten regulatorischen Faktors, hier 
Transkriptionsf aktor , gehemmt. Dies ist auf eine 
Hemmung der Interaktion des Transkriptionsf aktors 
mit der entsprechenden Bindestelle auf der DNA 

20 Oder auf eine Hemmung der Aktivierungsdomane 

zuriickzufiihren, Es findet keine Expression des 
Repressorgens statt. Somit steht kein Repressor 
zur Verfiigung, und das dem Promotor 
nachgeschaltete Reportergen LacZ und/oder Leu2 

25 wird durch einen induzierbaren endogenen 

Transkriptionsf aktor stark expriraiert . 

Infolgedessen wachsen die Hefen in Leucin- 
defizienten Medien, und nach Wachstum in X-Gal- 
haltigem Medium tritt ein Farbumschlag (Blau) auf. 

30 

Die Zugabe eines Inhibitors fiihrt also gemaB der 
vorliegenden Erfindung zu einer Expression des 

Reportergens /dpr Report prapn*^ >"Hor^ h.^v- ^^.^ ■■ * 
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Beispiel 2 

Dieses Beispiel stellt die in Fig, 2 dargestellte 
Konf iguration dar. 

5 

1. Es werden Genanordnungen bereitgestellt , die fiir zwei 
wechselwirkende Hybridproteine des Transkriptions- 
regulators codieren sowie eine UAS-Sequenz und sine 
TATA-Box enthalten, wobei eine Anordnung fiir ein 

10 Hybridprotein codiert, welches ein Fusionsprotein aus 

einer Bind^domane und einer orsten Proteinkomponeiite 
ist, sowie eine weitere Anordnung fiir ein 
Hybridprotein codiert, welches ein Fusionsprotein aus 
einer Aktivierungsdomane des Transkriptionsregulators 

15 und einer zweiten Proteinkomponte ist (Fig. 2a}. 

2. Des weiteren wird eine Repressorgenanordnung mit 
einer oder mehreren Bindestellen auf der DNA (Target- 
Bindestelle) fiir den Transkriptionsregulator 

20 bereitgestellt . 

3. Eine Reportergenanordnung, wie unter Beispiel 1, 
Punkt 3, beschrieben, wird ebenfalls bereitgestellt. 

25 a. Der Transkriptionsregulator setzt sich, wie oben 

beschrieben, aus zwei Fusionsproteinen zusammen, 
wobei nur bei ungestorter Protein-Protein- 
Wechselwirkung der beiden Fusionsproteine ein 
aktiver Transkriptionsregulator vorliegt (siehe 

30 Fig. 2a). Liegt kein Inhibitor vor, findet eine 

ungestorte Protein-Protein-Wechselwirkung statt 
und ein aktiver Transkriptionsregulator ist 
vorhanden . Dieser aktive Tran^kr i pt- i o-po-f^^,. t 

^ 1 - . ... ^ U ^ u^iiaebLc^^t, , A- ±c ritr ... u i d s 

Repressorgen codiert, und bewirkt eine Expression 
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des Repressorgens . Der Repressor bindet an die 
Repressorbindestelle im Promotorbereich der 
Reportergene und reprimiert eine Expression der 
Reportergene . Da Leu2 und/oder LacZ nicht 
5 exprimiert warden, findet weder Wachstum auf 

Leucin-def izientem Medium statt, noch findet eine 
Blaufarbung nach Wachstum auf X-Gal-haltigem 
Medium statt. 

^0 ti' Wird der Versuchsanordnung ein Inhibitor 

zugesetzt, wie z.E. die vcrstehend ejrwHhnten 
Inhibitoren, beispielsweise Peptide, 

Nucleinsauren, Kohlenhydrate oder andere chemische 
Substanzen, wird die Protein-Protein- 

^5 Wechselwirkung der Fusionsproteine des 

Transkriptionsregulators gehemmt. Es liegt nun 
kein aktiver Transkriptionsregulator oder ein in 
seiner Aktivitat verminderter 

Transkriptionsregulator vor, da die 

20 Aktivierungsdomane des Transkriptionsregulators 

und die DNA-Bindedomane auf verschiedenen 
Fusionsproteinen lokalisiert sind und demzufolge 
bei einer Hemmung der Wechselwirkung der 
Hybridproteine diese Domanen nicht oder vermindert 

25 miteinander wechselwirken konnen. 

Die DNA-bindende Domane des einen Fusionsproteins 
des Transkriptionsregulators kann, je nach 
Versuchsbedingung und zugesetztem Inhibitor, an 
den betreffenden DNA-Abschnitt binden oder nicht 
binden. Aufgrund der gehemmten Protein-Protein- 
Wechselwirkung liegt in keinem Fall ein aktiver 
Transkriptionsregulator vor f ^"^^^^-^ 



30 
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Da kein Repressor vorliegt, werden, nach Bindung 
eines entsprechenden weiteren Transkriptions- 
faktors, die Reportergene Leu2 und/oder LacZ 
exprimiert. Es findet nun Wachstum der Wirtszellen 
5 auf Leucin-def izientem Medium statt bzw. ein 

Farbumschlag ( Blauf arbung) nach Wachstura auf X- 
Gal-haltigem Medium ist nachweisbar. Gemafi der 
vorliegenden Erfindung fiihrt die Zugabe eines 
Inhibitors iiber Hemmung des zweiten 
10 regulatorischen Faktors (Repressor) zu einer 

Expression der Reportergene. 

Weitere bevorzugte Ausflihrungen ergeben sich aus 
Abwandlungen der unter den Beispielen 1 und 2 
15 beschriebenen Ausf iihrungsf ormen . 

BeisDiel 3 

Dieses Beispiel bezieht sich auf die in Fig. 3 gezeigte 
20 Konf iguration . 

1. Eine Genanordnung^ welche fiir einen 
Transkriptionsf aktor codiert, wird bereitgestellt . 
Dieser Transkriptionsf aktor bindet an Bereiche einer 

25 DNA (Target-Bindestelle) , die fur eine Rekombinase 

codiert . 

2. Des weiteren wird eine Genanordnung bereitgestellt, 
welche fiir die sequenzspezif ische Rekombinase des 

30 Coliphagen PI codiert. 

3. Eine Reportergenanordnung mit den Reportergenen Leu2 
und/oder LacZ wird bereitgestellt, wobei beide 



i'roinoLoi entnait UAS-Eiemente , an die bevorzugt ein 
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endogener Aktivator bindet, und eine TATA-Box. Die 
Reportergene weisen flankierende lox P-Seguenzen als 
Rekombinationselemente auf. 

5 a. Wie bereits unter Beispiel 1 beschrieben, liegt, 

sofern kein Inhibitor zugesetzt wird, ein aktiver 
Transkriptionsf aktor vor. Dieser 

Transkriptionsf aktor reguliert die Expression der 
Rekombinase Cre positiv. Die Rekombinase 
10 interagiert mit den lox P-Sequenzen, welche die 

Reportergene TiacZ/Leu2 flankieren und sliauiniert 
Oder invertiert in einem RekombinationsprozeB die 
genannten Reportergene . 

15 Entsprechend werden keine f unktionellen 

Reportergene exprimiert, es findet kein Wachstum 
der Wirtsorganismen statt, und es ist auch keine 
Farbreaktion nach Wachstum auf X-Gal-haltigem 
Medium nachweisbar. 

20 

b. Nach Zugabe eines Inhibitors wird die Aktivitat 
des Transkriptionsf aktors gehemmt, wobei dies auf 
eine Hemmung der Interaktion des 

Transkriptionsf aktors mit der entsprechenden 

25 Bindestelle auf der DNA oder auf eine Hemmung der 

Aktivierungsdomane zuriickzuf iihren ist. Demzufolge 
findet keine Expression der Rekombinase statt und 
die dem Promotor nachgeschalteten Reportergene 
LacZ und/oder Leu2 werden durch einen 

30 induzierbaren, bevorzugt endogenen Transkriptions- 

f aktor stark exprimiert. Die Wirtsorganismen, in 
dieser Versuchsanordnung sind es bevorzugt Hefen, 
wachsen nun auf Leucin-def i zienten Medi^-n ^m'-' hr^^ 
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Die Zugabe eines Inhibitors fiihrt also wiederiim zu 
einer Expression von Reportergenen . 

Beispiel 4 

Dieses Beispiel bezieht sich auf die in Fig. 4 
dargestellte Konf iguration . 

1. Es werden Genanordnungen, wie unter Beispiel 2 
beschrieben, bereitgestellt , die fiir wechselwirkende 
Hyhridproteine codieren, welche Uber eine Protein- 
Protein-Wechselwirkung einen aktiven Transkriptions- 
regulator bilden. 



2. Des weiteren wird eine Genanordnung bereitgestellt , 
welche fiir die sequenzspezif ische Rekombinase Cre des 
Coliphagen PI codiert. Diese Rekombinase entspricht 
dem zweiten regulatorischen Faktor. 

3. Eine Reportergenanordnung mit den Reportergenen Leu2 
und/oder LacZ wird ebenfalls bereitgestellt , wobei 
beide Reportergene im vorliegenden Verfahren vom 
Aufbau her den gleichen regulierbaren Promotor 
besitzen. Dieser Promoter enthalt UAS-Elemente, an 
die bevorzugt ein endogener Aktivator bindet, und 
eine TATA-Box. Die Reportergene weisen flankierende 
lox P-Sequenzen als Rekombinationselemente auf. 

a. Wie auch unter Beispiel 2 beschrieben, findet, 
sofern kein Inhibitor vorliegt, eine ungestorte 
Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen den den 
Transkriptions faktor bildenden Fusionsproteinen 

statt r womit pin rV^-iv^-^ ^7-pr> ev>-: . . ,-r^v > 

wobei diese DNA das fiir die Cre-Rekombinase 
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codierende cre-Gen enthalt. Nach Bindung des 
Transkriptionsf aktors wird die Cre-Rekoinbinase 
exprimiert. Diese Rekombinase eliminiert oder 
invertiert iiber Rekombinationsprozesse das oder 
5 die Reportergene, wobei sie mit den lox P- 

Sequenzen, welche die Reportergene flankieren, 
interagiert. Sowohl nach einer Elimination als 
auch nach einer Inversion werden keine 
f unktionellen Reportergene exprimiert. Demzufolge 
10 findet ohne Zugabe eines Inhibitors kein Wachstum 

auf Leuci n-def izientem Medium statt, ebenso keine 
Blaufarbung bei Wachstum auf X-Gal-haltigem 
Medium. 

15 b. Nach Zugabe eines Inhibitors zu dem Versuchsansatz 

wird die Protein-Protein-Wechselwirkung der 
Fusionsproteine des Transkriptionsregulators 
gehemmt* Es liegt somit kein aktiver 
Transkriptionsregulator vor. Die DNA-bindende 

20 Domane des einen Fusionsproteins des 

Transkriptionsregulators bindet, je nach 
Versuchsbedingungen und zugesetztem Inhibitor, an 
den betreffenden DNA-Abschnitt oder nicht. 
Aufgrund der gehemmten Protein-Protein- 

25 Wechselwirkung liegt in keinem Fall ein aktiver 

Transkriptionsregulator vor, Infolge des fehlenden 
aktiven Transkriptionsregulators bindet kein 
Transkriptionsregulator an die Bindestelle auf der 
DNA, welche fiir die Cre-Rekombinase codiert. Die 

30 Cre-Rekombinase wird somit nicht exprimiert. 

Entsprechend werden die Reportergene Leu2 und/oder 
LacZ weder eliminiert noch invertiert. Fine 
fehlende Rekombinase fiihrt cnyni-i" -7- o-'-o^ 

■■■ -itj ^ ^ ... ^. ei. Lei,:. ...'.Leai u;. rmou ^ ^ r: i. 
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wird bzw. eine Blaufarbung in X-Gal-haltigem 
Mediuin auftritt. 

GemaB der vorliegenden Erfindung wird in dem lox- 
5 cre-abhangigen Verfahren nach Zugabe eines 

Inhibitors die Expression des zweiten 
regulatorischen Faktors, der Cre-Rekombinase, 
gehemmt, wodurch eine Expression der Reportergene 
erst ermoglicht wird. Die Nutzung einer 

10 Rekombinase in dem vorliegenden Verfahren 

emogl icht einen Inhibitcrnachweis iicich einem 
"Alles-oder Nichts "-Prinzip, wobei sich, gemaB der 
vorliegenden Erfindung, der positive Nachweis von 
Reportergenen nach Inhibitorzugabe als besonders 

15 geeignet erweist und sehr empf indliche Nachweise 

ermoglicht . 

Beispiel 5 

20 Dieses Beispiel stellt die in Fig. 5 angegebene 

Konf iguration dar. 

1. Es werden Genanordnungen bereitgestellt , die fiir zwei 
wechselwirkende Proteine codieren, wobei eine 

25 Anordnung fiir ein Protein codiert, welches eine DNA- 

bindende Domane, eine Domane, welche an ein weiteres 
zweites Protein bindet, und eine aktivierende Domane 
enthalt, sowie eine weitere Anordnung fiir ein 
weiteres zweites Protein, welches mindestens eine mit 

30 dem ersten Protein wechselwirkende Domane enthalt 

(Fig, 5a) . 

2. Des weiteren wird pi hp popT-f:ipe'-^>-^^:^T-. ^.^---h- 
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3. Eine Reportergenanordnung, wie unter Beispiel 1^ 
Punkt 3, beschrieben, wird ebenfalls bereitgestellt . 

5 a. Der Transkriptionsregulator setzt sich aus den 

beiden oben beschriebenen Proteinen zusammen, 
wobei nur bei ungestorter Protein-Protein- 
Wechselwirkung der beiden Proteine ein aktiver 
Transkriptionsregulator vorliegt (siehe Fig. 5a). 

10 Liegt kein Inhibitor vor, findet eine ungestorte 

Protein-Protpin-Wechselv7irkung (Target I - Taiyet 
II) statt und ein aktiver Transkriptionsregulator 
liegt vor. Der aktive Transkriptionsregulator 
bindet an seine entsprechende Bindestelle auf der 

15 DNA (Target I-Bindestelle ) , welche fiir das 

Repressorgen codiert, und bewirkt eine Expression 
des Repressorgens . Der Repressor bindet an die 
Repressorbindestelle im Promotorbereich der 
Reportergene und reprimiert eine Expression der 

20 Reportergene. Da Leu2 und/oder LacZ nicht 

exprimiert werden, findet weder Wachstum auf 
Leucin-def izientem Medium statt, noch findet eine 
Blaufarbung nach Wachstum auf X-Gal-haltigem 
Medium statt. 

25 

b. Wird der Versuchsanordnung ein Inhibitor 
zugesetzt, wie z.B. die vorstehend erwahnten 
Inhibitoren , beispielsweise Peptide f 

Nucleinsauren, Kohlenhydrate oder andere chemische 
30 Substanzen, wird die Protein-Protein- 

Wechselwirkung der Proteine des 

Transkriptionsregulators gehemmt. Es liegt nun 
kein aktiver Transkrirt ionsreaiil ^^^^ ^- ^ ■ 

. . . ^ ^ ^ , . ^ t u ^ ^ a ^ -^^ . .... ^ I. ... ... , J .... iA K L \' e n ^ ... ' rr 

(Konf ormation) vorliegt . 
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Die DNA-bindende Domane des einen Proteins des 
Transkriptionsregulators kann, je nach 

Versuchsbedingung und zugesetztem Inhibitor, an 
5 den betreffenden DNA-Abschnitt binden oder nicht 

binden. Aufgrund der gehemmten Protein-Protein- 
Wechselwirkung liegt in keinera Fall ein aktiver 
Transkriptionsregulator vor. Aufgrund des 
inaktiven Transkriptionsregulators findet keine 
10 Expression des Repressorgens statt* 

Da kein Repressor vorliegt, werden, nach Bindung 
eines entsprechenden weiteren 

Transkriptionsf aktors TF, die Reportergene Leu2 

15 und/oder LacZ exprimiert . Es findet nun Wachstum 

der Wirtszellen auf Leucin-def izientem Medium 
statt bzw. ein Farbumschlag ( Blauf arbung) nach 
Wachstum auf X-Gal-haltigem Medium ist 

nachweisbar. GemaB der vorliegenden Erfindung 

2 0 fiihrt die Zugabe eines Inhibitors iiber Hemmung des 

zweiten regulatorischen Faktors (Repressor) zu 
einer Expression der Reportergene. 

Beispiel 6 

25 

Dieses Beispiel bezieht sich auf die in Fig. 6 
dargestellte Konf iguration . 

1. Es werden Genanordnungen, wie unter Beispiel 5 
30 beschrieben, bereitgestellt , die fiir wechselwirkende 

Proteine codieren, welche iiber eine Protein-Protein- 
VJechselwirkung einen aktiven Transkriptionsregulator 

vst^Lereii ^rj. er...ne ..^enanoranuna oere i t,gp=;r p i , 
welche fiir die sequenzspezif ische Rekombinase Cre des 
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10 



30 



Coliphagen PI codiert. Diese Rekombinase entspricht 
dem zweiten regulatorischen Faktor. 

Eine Reportergenanordnung mit den Reportergenen Leu2 
und/oder LacZ wird ebenfalls bereitgestellt , wobei 
beide Reportergene im vorliegenden Verfahren vom 
Aufbau her den gleichen regulierbaren Promotor 
besitzen. Dieser Promotor enthalt UAS-Elemente , an 
die bevorzugt ein endogener Aktivator bindet, und 
eine TATA-Box. Die Reportergene weisen flankierende 
lox P-Sequenzen als Rekornbinationseleinente auf . 



a. Wie auch unter Beispiel 5 beschrieben, findet, 
sofern kein Inhibitor vorliegt, eine ungestorte 
15 Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen den den 

Transkriptionsregulator bildenden Proteinen statt, 
womit ein aktiver Transkriptionsregulator 
vorliegt. Der aktive Transkriptionsregulator 
bindet an eine auf der DNA befindlichen 
20 Bindestelle, wobei diese DNA das fiir die Cre- 

Rekombinase codierende Cre-Gen enthalt . Nach 
Bindung des Transkriptionsregulator wird die Cre- 
Rekombinase exprimiert. Diese Rekombinase 
eliminiert Oder invertiert iiber 

25 Rekombinationsprozesse das oder die Reportergene, 

wobei sie mit den lox P-Sequenzen, welche die 
Reportergene flankieren, interagiert. Sowohl nach 
einer Elimination als auch nach einer Inversion 
werden keine f unktionellen Reportergene 
exprimiert, Demzufolge findet ohne Zugabe eines 
Inhibitors kein Wachstum auf Leucin-def izientem 
Medium statt, ebenso keine Blaufarbung bei 
Wachstum auf X-Ga 1 -hal t i aem Medii]Tr 

Wird die Protein-Protein-Wechselwirkung der 
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Proteine, z.B. iiber Konf irmationsanderung, des 
Transkriptionsregulators gehemmt . Es liegt somit 
kein aktiver Transkriptionsregulator vor. Die DNA- 
bindende Domane des einen Proteins des 
5 Transkriptionsregulators bindet, je nach 

Versuchsbedingungen und zugesetztem Inhibitor, an 
den betreffenden DNA-Abschnitt Oder nicht. 
Aufgrund der gehemmten Protein-Protein- 
Wechselwirkung liegt in keinem Fall ein aktiver 

10 Transkriptionsregulator vor. Infolge des fehlenden 

aktiv^n Transkriptionsregulators bindet kcin 
Transkriptionsregulator an die Bindestelle auf der 
DNA, welche fiir die Cre-Rekombinase codiert. Die 
Cre-Rekombinase wird somit nicht exprimiert. 

15 Entsprechend werden die Reportergene Leu2 und/oder 

LacZ weder eliminiert noch invertiert , Eine 
fehlende Rekombinase fiihrt somit zu einer 
Expression der Reportergene, wodurch Wachstum der 
Zellen in Leucin-def izientem Medium ermoglicht 

20 wird bzw. eine Blaufarbung in X-Gal-haltigem 

Medium auftritt. 



GemaB der vorliegenden Erfindung wird in dem lox- 
Cre-abhangigen Verfahren nach Zugabe eines 
25 Inhibitors die Expression des zweiten 

regulatorischen Faktors, der Cre-Rekombinase, 
gehemmt, wodurch eine Expression der Reportergene 
erst ermoglicht wird. Die sich ergebenden Vorteile 
wurden bereits in Beispiel 4b beschrieben. 

30 

Beispiel 7 



Dieses Beispiel stellt die in Fia dBrof^st c^l i o 
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1. Es werden Genanordnungen bereitgestellt , die fiir zwei 
wechselwirkende Proteine Target II und Target III 
codieren sowie eine UAS-Sequenz und eine TATA-Box 
enthalten, wobei eine Anordnung fiir ein Protein 

5 Target III codiert, welches ein Protein aus einem 

verankernden Abschnitt und einer ersten 
Proteinkomponente ist, und eine weitere Anordnung fiir 
ein Protein Target II codiert, welches ein 
Fusionsprotein aus einem inhibierenden Abschnitt und 
10 einer zweiten Proteinkomponente ist (Fig. 7a). 

2. Es wird eine Genanordnung fiir einen 
Transkriptionsf aktor Target I bereitgestellt , der 
inhibiert werden kann. 

15 

3. Des weiteren wird eine Repressorgenanordnung mit 
einer oder mehreren Bindestellen auf der DNA (Target- 
Bindestelle) fiir den Transkriptionsf aktor 
bereitgestellt . 

20 

4. Eine Reportergenanordnung, wie unter Beispiel 1, 
Punkt 3, beschrieben, wird ebenfalls bereitgestellt. 

a. Bei ungestorter Protein-Protein-Wechselwirkung der 
25 beiden Proteine kann der inhibierende Abschnitt 

des ersten Proteins nicht mit dem 
Transkriptionsf aktor wechselwirken, somit liegt 
ein aktiver Transkriptionsf aktor vor (siehe Fig. 
7a) . Liegt kein Inhibitor vor, findet eine 
30 ungestorte Protein-Protein-Wechselwirkung statt 

und ein aktiver Transkriptionsf aktor ist 
vorhanden. Dieser aktive Transkriptionsf aktor 
bindet an seine ent sprerhende Bindestellp av.f d*^-^ 

Repressor bindet an die Repressorbindestelle im 
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Promotorbereich der Reportergene und reprimiert 
eine Expression der Reportergene. Da Leu2 und/oder 
LacZ nicht exprimiert werden, findet weder 
Wachstmn auf Leucin-def izientem Medium statt, noch 
findet eine Blaufarbung nach Wachstum auf X-Gal- 
haltigem Medium statt. 

b. Wird der Versuchsanordnung ein Inhibitor 
zugesetzt, wie z.B. die vorstehend erwahnten 
Inhibitoren, beispielsweise Peptide, 

Nucleinsauren, Kohlenhydrate oder andere chsmische 
Substanzen, wird die Protein-Protein- 

Wechselwirkung der Proteine Target II und Target 
III gehemmt. Das Protein mit dem inhibierenden 
Abschnitt Target II wird freigesetzt und bindet an 
den Transkriptionsf aktor Target I, wodurch dieser 
inhibiert wird. Es liegt nun kein aktiver 
Transkriptionsf aktor vor. 

Aufgrund der gehemmten Protein-Protein- 
Wechselwirkung liegt in keinem Fall ein aktiver 
Transkriptionsregulator vor. Aufgrund des 
inaktiven Transkriptionsf aktors findet keine 
Expression des Repressorgens statt. 

Da kein Repressor vorliegt, werden, nach Bindung 
eines entsprechenden weiteren Transkriptions- 
f aktors TF, die Reportergene Leu2 und/oder LacZ 
exprimiert. Es findet nun Wachstum der Wirtszellen 
auf Leucin-defizientem Medium statt bzw, ein 
Farbximschlag (Blaufarbung) nach Wachstum auf X- 
Gal-haltigem Medium ist nachweisbar. GemaB der 
vorliegenden Erfindung fiihrt die Zuaab^ p=.*t^oc- 

— • '.tj pi u:d o ^ ^ . 

Lxpression der Reportergene. 



wo 95/20652 



PCT/EP95/00297 



44 



Beispiel 8 

Dieses Beispiel bezieht sich auf die in Fig. 8 
dargestellte Konf iguration . 

1. Es werden Genanordnungen; wie unter Beispiel 7 
beschrieben, bereitgestellt , die fiir wechselwirkende 
Proteine codieren. 

2 . Ee wird eine Genanurdiiung fiir einen 
Transkriptionsf aktor bereitgestellt (Target I). 

3. Des weiteren wird eine Genanordnung bereitgestellt, 
15 welche fiir die sequenzspezif ische Rekombinase Cre des 

Coliphagen PI codiert. Diese Rekombinase entspricht 
dem zweiten regulatorischen Faktor. 



10 



20 



4 . Eine Reportergenanordnung mit den Reportergenen Leu2 
und/oder LacZ wird ebenfalls bereitgestellt, wobei 
beide Reportergene im vorliegenden Verfahren vom 
Aufbau her den gleichen regulierbaren Promotor 
besitzen. Dieser Promotor enthalt UAS-Elemente, an 
die bevorzugt ein endogener Aktivator bindet, und 
25 eine TATA-Box. Die Reportergene weisen flankierende 

lox P-Sequenzen als Rekombinationselemente auf. 

a. Wie auch unter Beispiel 7 beschrieben, findet, 
sofern kein Inhibitor vorliegt, eine ungestorte 
30 Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen den 

Proteinen statt, womit ein aktiver 
Transkriptionsf aktor vorliegt. Der aktive 
r a n s "k r r <^ ^ V ^ ^ r- n >- .-y o * ^ >- ^" - ■ ^ - - ' 



.d^ . Jit.' . r e-nexomDinase .:oaierenae ..re-Uer, 

enthalt. Nach Bindung des Transkriptionsf aktors 
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wird die Cre-Rekombinase exprimiert. Diese 
Rekombinase eliminiert oder invertiert iiber 
Rekoiubinationsprozesse das oder die Reportergene , 
wobei sie mit den lox P-Sequenzen, welche die 
Reportergene flankieren, interagiert, Sowohl nach 
einer Elimination als auch nach einer Inversion 
werden keine f unktionellen Reportergene 
exprimiert. Demzufolge findet ohne Zugabe eines 
Inhibitors kein Wachstim auf Leucin-def izientem 
Medium statt, ebenso keine Blaufarbung bei 
Wachstmn auf x-Gal-haltigem Medium . 

Nach Zugabe eines Inhibitors zu dem Versuchsansatz 
wird die Protein-Protein-Wechselwirkung der 
Proteine Target II und Target III gehemmt . Das 
Protein mit dem inhibierenden Abschnitt Target II 
wird freigesetzt und interagiert mit dem 
Transkriptionsf aktor, wodurch dieser inhibiert 
wird. Es liegt somit kein aktiver 
Transkriptionsf aktor vor. Die DNA-bindende Domane 
des Transkriptionsf aktors bindet, je nach 
Versuchsbedingungen, an den betreffenden DNA- 
Abschnitt oder nicht. Aufgrund der gehemmten 
Protein-Protein-Wechselwirkung liegt in keinem 
Fall ein aktiver Transkriptionsf aktor vor. Infolge 
des fehlenden aktiven Transkriptionsf aktors bindet 
kein Transkriptionsf aktor an die Bindestelle auf 
der DNA, welche fiir die Cre-Rekombinase codiert. 
Die Cre-Rekombinase wird somit nicht exprimiert. 
Entsprechend werden die Reportergene Leu2 und/oder 
LacZ weder eliminiert noch invertiert. Eine 
fehlende Rekombinase flihrt somit zu einer 
Expression der Reportergene, wodurch Wachstum der 

Medium auttritt. 
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GemaB der vorliegenden Erfindung wird in dem lox- 
cre-abhangigen Verfahren nach Zugabe eines 
Inhibitors die Expression des zweiten 
5 regulatorischen Faktors, der Cre-Rekombinase, 

gehenunt, wodurch eine Expression der Reportergene 
erst ermoglicht wird. 



BeisDiel 9 

10 

Die Funktionsweise des Verfahrens wird am Beispiel des 
Tet-Repressors und dessen spezifische Inhibierung durch 
Tetracyclin naher erlautert. 

15 Dieses Beispiel stellt die in Fig. 9 angegebene 

Konf iguration dar. 



1. Eine Genanordnung wird bereitgestellt , welche fiir den 
ersten regulatorischen Faktor ADl-Tet codiert. Dieser 
regulatorische Faktor bindet an DNA-Bereiche einer 
DNA (Tet-Bindungsstelle) , die fiir den zweiten 
regulatorischen Faktor, den Repressor LexA-GST, 
codiert . 



2. Des weiteren wird eine Repressorgenanordnung des 
Repressors LexA-GST mit einer Bindestelle auf der DNA 
(Tet-Bindestelle) fiir den unter 1 genannten ersten 
regulatorischen Faktor ADl-Tet bereitgestellt. 

3. Eine Reportergenanordnung mit den Reportergenen Leu2 
und/oder LacZ wird ebenfalls bereitgestellt, wobei 
beide Reportergene im vorliegenden Verfahren vom 
Aufbau her den al picher r Arrnl ^ p^b^ ^-^^r: d f ^ ^ 



..f, . . L...::. ^ledj. va ^^o:. sequence; , cu. ait 

bevorzugt ein endogener Aktivator (weiterer 
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Transkriptionsf aktor Gal4) bindet, aus einer oder 
mehreren LexA Bindungsstellen, an die ein LexA-GST 
binden kann, und einer TATA-Box fiir die Initiation 
der basalen Transkription zusammen. 

5 

a. Durch die Expression des Fusionsklones ADl-Tet 
(erster regulatorischer Faktor) wird die 
Expression des Repressors LexA-GST (zweiter 
regulatorischer Faktor) stimuliert. Dieses 

10 Repressorprotein wiederum reprimiert durch die 

Bindung an die LexA-Bindestelle des in Figur 9 
beschriebenen LacZ- bzw. LEU2-Proinotors die vom 
ersten regulatorischen Faktor unabhangige Gal4- 
aktivierte Expression der Reportergene LacZ und 

15 Leu2 . Da die Gal4-aktivierte Expression der 

Reportergene durch Glukose inhibiert und erst auf 
Galaktose stimuliert wird, konnen diese Hefen auf 
Leucin-def izienten Medien nicht wachsen und 
bleiben auf X-Gal-haltigem Mediuin weiB (Tabelle 

20 1). Besitzt das Medium Galaktose als Zuckerquelle , 

bleibt der Gall-LexA-Promotor durch die ADl-Tet 
abhangige Expression des LexA-GST Repressors 
welter inhibiert: die Hefekolonien bleibt weiB und 
wachsen auf Leucin-def izienten Medien nicht. 

25 

b. In Abhangigkeit steigender 
Tetracyklinkonzentration (Figur 9 sowie Tabelle 1 
und 2) wird die Bindung des ADl-Tet-Proteins an 
den Tet-abhangigen Promoter des LexA-GST 

30 Repressors spezifisch inhibiert. Die hier 

verwendete, steigende Tetracyklinkonzentration 
inhibiert das generelle Wachstum der Hefen nicht. 
Der zweite rean 1 at^r 1 s^**"*^ FaVtn>- ic^t r^^^r^ r-^.-r~v + 



^^^Vi^^eiv- .... . ..wxi^xerei. . -leiezexxen 

werden nun mit Galaktose als Zuckerquelle und X- 



1 
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Gal als Substrat fiir das Reportersystem blau und 
konnen auf Leucin-def izienten Medien wachsen. 
Glukose-haltiges Medium dagegen inhibiert die 
Aktivitat des endogenen Transkriptionsf aktors 
5 Gal4. Die Hefen wachsen nicht auf Leucin- 

defizienten Medien und bleiben auf X-Gal-haltigen 
Medienplatten weiJJ. Andere Antibiotika wie 
Ampicillin, Chlorainphenicol , Kanamycin und 
Carbenicillin haben keine derartig reprimierende 
Wirkung auf den ersten regulatorischen Faktor ADl- 
Tet (Tabelle 1). Auf nVose-haltigen Flatten wird 
Gal4 unabhangig vom ersten und zweiten 
regulatorischen Faktor inhibiert, weswegen auf 
derartigen Medien die Hefen nicht wachsen und weiB 
15 bleiben. 

Tabelle 1 : 



Tetracyklin- 
zugabe 


Wachstum aufLEU- 


Blaufarbung auf X-Gal 




Glukose 


Galaktose 


Glukose 


Galaktose 








weifl 


weifi 


+ -f 




-hf 


weiD 


blau 
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Tabelle 2: (nur die Ergebnisse der Galaktose-haltigen Flatten 
dargestellt ) 



a) 


Eingesetzte Konzentrationen 
[Hg/ml] 


Venvendetes 
Antibiotikum 


0 


5 


50 


250 


Tetracyklin 


- - / weiB 


- - / weiB 


" - / weifl 


+ + / blau 


Ampicillin 


- - / weiB 


- - / weiB 


- - / weiB 


- - / weiB 


Kanamycin 


- - / weiB 


- - / weiB 


- - / weiB 


- - / weiB 


Carbenicillin 


- - / weiB 


- - / weiB 


- - / weiB 


- - / weiB 


Chloramphenicol 


- - / weiB 


- - / weiB 


" - / weiB 


/ :n 

/ WCliJ 



Wachstum auf LEU- / BlauFarbung auf X-Gal 



b) 


Eingesetzte Konzentrationen 
IHg/ml] 


Verwendetes 
Antibiotikum 


0 


5 


50 


100 


150 


200 


250 


300 


Tetracyklin 


--/ 
weifi 


--/ 
weifi 


--/ 
weiB 


--/ 
weifi 


--/ 
weifi 


+ + / 
blau 


+ + / 
blau 


+ + / 
blau 



Wachstum aufLEU-/ 
Blaufarbung auf X-Gal 



c) Nachweis der Funktionsweise der einzelnen Elemente im 
Assay 

ADl-Tet als Transkriptionsf aktor : 



Um nachzuweisen, daB der Fusionsklon ADl-Tet (erster 
regulatorischer Faktor) in der Hefe funktionell 
exprimiert, in den Kern transportiert und dort 

effizient ap dip^ dnc-Vo-^co 



' c- c ■ 1 o 



durchgefiihrt : 



u r a e 
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10 



Auf Galaktose-haltigen Medienplatten wird ADl-Tet 
exprimiert und ist damit in der Lage, an die Tet- 
Bindestelle eines entsprechenden Proinotors vor dem 
LacZ-Gen zu binden und von dort die Expression des 
Reportergenes LacZ zu aktivieren. Dieses wiederum 
kann durch die Umwandlung des im Medium enthaltenen, 
farblosen Substrats X-Gal in einen blauen 
Indigof arbstof f nachgewiesen werden. Da Glukose die 
Expression des ADl-Tet-Proteins inhibiert, findet 
auch keine Expression des Reportergenes LacZ statt. 
Die Kolonien bleiben weii3. 



15 



Tetracyclin als spezifischer 
Transkriptionsf aktors Tet-AD 



Inhibitor 



des 



20 



Um nachzuweisen, daJ3 Tetracyklin die 

Bindungsaktivitat des ADl-Tet-Proteins spezifisch zu 
inhibieren vermag, wurden zusatzlich steigende 
Konzentrationen des Antibiotikums auf die 
Medienplatten gegeben: 



Tabelle 3: 



25 









Eingesetzte Konzentrationen 
Tetracyklin [^g/ml] 








0 


5 


50 


100 


150 


200 


250 


300 


Blaufarbung auf X-Gal 


blau 


blau 


blau 


blau 


blau 


weiB 


weiB 


weiB 


Galaktose-haltige 
Flatten mit Leucin im Medium 


+ + 


+-f 


++ 


■f -f 


+ + 


+ + 


+ + 




Glukose-haltige 
Flatten mit Leucin im Medium 




++ 




-f + 


-f + 






+ + 



. vuiiany ly Ktd J. LeigenaGi. /etracvK^ inKonzentrar i cr 

(Tabelle 3) die Bindung des ADl-Tet-Proteins an den 
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Promoter des Reportergenes LacZ spezifisch inhibiert 
werden. Bei einer Konzentration von 200 ^ig/ml 
Tetracyklin im Medium bleiben die Hefezellen weiB. 
Das generelle Wachstmn der Hefezellen wird dadurch 
5 nicht wesentlich beeinfluBt, wie die Ergebnisse auf 

den Glukose- und Galaktose-haltigen Flatten zeigen 
(das Wachstum wird durch dargestellt) , 

LexA-GST als Repressor 

10 

Um nachzuweisen, daB der zweite regulatorlsche Faktor 
(LexA-GST) in der Hefe funktionell exprimiert, in den 
Kern transportiert und dort effizient an die LexA- 
Konsensussequenz gebunden wird und von dort aus die 
i5 Transkription eines Genes inhibieren kann, wurde der 

folgende Assay durchgef iihrt - 

Im Gegensatz zur Negativkontrolle CTF2 (einem 
Mitglied der NFI-Familie) bleiben die Hefeklone auf 

2 0 X-Gal- und Galaktose-haltigem Medium weiJJ, Dies 

bedeutet, dafl der LexA-GST-Fusionsklon zwischen der 
Gal4-Bindestelle und dem Transkriptionsstart des 
Reportergens bindet und damit die Aktivitat des 
endogenen Hef etranskriptionsf aktors Gal4 inhibiert . 

25 CTF2 dagegen ist nicht in der Lage die LexA- 

Bindestellen zu erkennen und kann so die Aktivitat 
von Gal4 nicht reprimieren. Das Reportergen LacZ wird 
exprimiert und die Kolonien farben sich blau (Altmann 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (1994) 91, 3901-3905). 

30 

Beispiel 10 

transkriptionsaktiven CTF7 , einem Mitglied der NFI- 
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Familie (Altmann et al . , Proc . Natl, Acad. Sci. ( 1994) 
91, 3901-3905), zu screenen, vmrde der folgende Assay 
(Fig. 10) durchgefuhrt . 

Dieses Beispiel stellt die in Fig. 10 angegebene 
Konf iguration dar. 

1. Eine Genanordnung wird bereitgestellt , welche fiir 
einen ersten regulatorischen Faktor LexA-CTF7 
codiert. Das entsprechende Plasmid pEG-CTF7 enthalt 
die Genanordnung fiir den ersten regulatorischen 
Faktor LexA"CTF7. Dieser erste regulatorische Faktor 
LexA-CTF7 bindet an DNA-Bereiche einer DNA (LexA- 
Bindestelle) , die fiir einen zweiten regulatorischen 
Faktor Tet-GST codiert. 

2 . Des weiteren wird eine Genanordnung fiir den zweiten 
regulatorischen Faktor Tet-GST mit einer Bindestelle 
auf der DNA (LexA-Bindestelle ) fiir den unter 1 
genannten ersten regulatorischen Faktor LexA-CTF7 
bereitgestellt . 

3. Eine Reportergenanordnung mit den Reportergenen Leu2 
und/oder LacZ wird ebenfalls bereitgestellt, wobei 
beide Reportergene im vorliegenden Verfahren vom 
Aufbau her den gleichen regulierbaren Promoter 
besitzen. Dieser Promoter setzt sich aus sogenannten 
UAS-Elementen (Upstream Activation Sequence), an die 
bevorzugt ein endogener Aktivator (weiterer 
Transkriptionsfaktor Gal4) bindet, aus einer Tet- 
Bindungsstelle, an die Tet-GST binden kann, und einer 
TATA-Box fur die Initiation der basalen Transkription 
zusammen . 



zugesetzt, liegt ein aktiver erster 
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regulatorischer Faktor LexA-CTF7 vor, der die 
Expression des Tet-GST Gens positiv reguliert, 
Tet-GST bindet an die oben genannte Tet-GST 
Bindungsstelle und reprimiert die Expression des 
Reportergens LacZ und/oder Leu2, d,h. es findet 
kein Wachstum der Wirtsorganismen statt, eine 
Farbreaktion ist nicht nachzuweisen . 

b. Nach Zugabe eines Trx-Peptids wird die Aktivitat 
des ersten regulatorischen Faktors LexA-CTF7 
gehemmt . Dies ist auf eine Heimnung der Tnteraktion 
von LexA-CTF7 mit der entsprechenden Bindestelle 
auf der DNA oder auf eine Hemmung der 
Aktivierungsdomane zuriickzufiihren. Es findet keine 
Expression des Tet-GST-Gens statt. Somit steht 
kein Tet-GST zur Verfiigung, und das dem Promotor 
nachgeschaltete Reportergen LacZ und/oder Leu2 
wird durch einen induzierbaren endogenen 
Transkriptions faktor Gal4 stark exprimiert. 
Infolgedessen wachsen die Hefen in Leucin- 
defizienten Medien, und nach Wachstum in X-Gal- 
haltigem Medium tritt ein Farbumschlag (Blau) auf. 

Die Zugabe des Trx-Peptids fiihrt also gemafi der 
vorliegenden Erfindung zu einer Expression des 
Reportergens /der Reporter gene, indem der zweite 
regulatorische Faktor Tet-GST nicht bzw. 
vermindert reprimiert wird, 

Im Detail wird der Versuch wie folgt durchgef iihrt : 

Der Hefestamm INVScl wurde mit den in Fig. 10 
dargestellten Plasmiden transf ormiert und de-* 
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10 



15 



20 



25 



Tryptophan- und Histidin-def izient zur Selektion 
auf die Plasmide) ausgestrichen . 

Der Vektor pEG-CTF7 (entspricht dem ersten 
regulatorischen Faktor) und wurde nach Altmann et 
al.{Proc. Natl. Acad. Sci. (1994) 91, 3901-3905) 
hergestellt . 

pYES-Leu2/34-TetGST (Plasmid, welches den zweiten 
regulatorischen Faktor TetGST codiert und das 



Als Ausgangsvektor diente das Plasmid pYES2. Die 
LexA-Bindestellen Oligos wurden in die Xhol 
Schnittstelle des inaktiven Gall/GallO Promotors 
ligiert, der gesamte Promotor mit BamHI isoliert 
und zusammen mit dem Fusionsklon Tet-GST in den 
Polylinker des Plasmides pyES2 kloniert. Der Gall- 
Promotor war zuvor iiber die Spel-Schnittstellen 
deletiert worden. In die mit Klenow-Polymerase 
behandelte Nhel-Schnittstelle dieses Konstruktes 
erfolgte die Klonierung des uber BamHI isolierten, 
ebenfalls mit Klenow behandelten LacZ-, bzw. des 
liber PGR erhaltenen Leu2-Fragments . In die dabei 
rekonstituierte BamHI-Schnittstelle erfolgte die 
Ligation des Gal/Tet-Promotors . Dieser wurde durch 
die Klonierung von Tet-Oligos und die 
anschlieJiende Ligation von Gal4-Bindestellen in 




die Xhol -Schnittstelle 

Gall/lO-Promotors erhalten. 



des 



inaktiven 



pyES2 (TRPl)TRX-Oligo-Pool 



(Peptid-Pool 




und Nhel linearisierten pYES2-Vektor , wurde das 



I 
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Ura3-Gen zerstort und das Plasmid auf 
Tryptophandef izienz selektierbar . AnschlieBend 
wurde das liber PGR isolierte Trx-Gen in den EcoRI, 
Xhol linearisierten Vektor kloniert. Die Ligation 
5 der Pool-Fragmente erfolgte iiber die Rsrll- 

Schnittstelle des Trx-Konstruktes . 

Die ca. 30.000 Kolonien wurden vereinigt, fiir 5 
Stunden in YPG-Medium (Galaktose-haltiges Vollmedium fiir 

10 Hefen) geschiittelt und auf Selektionsplatten ausgestrichen . 
Die SelektionsplaLten besaJBen Galaktose als Kohlenstoff quelle 
und waren Leucin-, Uracil-, Tryptophan- und Histidin- 
defizient. Im Zeitraum von 2 bis 5 Tagen waren 8 Kolonien (A, 
B, C, D, E, F, G, H) gewachsen (Tabelle 4). Aus diesen vrurden 

15 zur weiteren Spezif izierung die fiir die inhibierenden 
Peptide kodierenden Plasmide isoliert und zusaimnen mit CTF7 
und Tet-GST in Hefe exprimiert. Diesmal befand sich anstatt 
des Leu2 das LacZ-Gen auf dem Reporterplasmid, sodafi die 
inhibierende Wirkung der Peptide durch die Ausbildung eines 

2 0 zweiten Phanotyps untersucht werden konnte (Tabelle 4). 
Desweiteren vmrden die Peptide exprimierenden Plasmide mit 
den beiden Reportersystemen (LacZ und Leu2 ) und einem von 
CTF7 verschiedenen Transkriptionsf aktor LexA-TAj in Hefen 
transformiert . Auf diese Weise konnen CTF7 spezif isch 

25 inhibierende Peptide von unspezif ischen Inhibitionen 
unterschieden werden. 



I 
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Tabelle 4: 



Identifizierte Wachstum auf 
Inhibitoren Leucin- 
defizienten 
Flatten 


Blaufarbung auf X-Gal-haltigen 
Flatten 


Inhibierung von 
Le?iA-TAl auf 
Galaktose 


Glukose 


Galaktose 


A 


+ 




+ 




B 


+ 


+ 




n.b. 


C 


+ 


+ 


+ 


n.b. 


T) 


4- 




+ 


+ 


E 


+ 




+ 




F 


+ 




+ 




G 


+ 




+ 




H 


+ 




+ 


+ 



Die Inhibitoren B und C farbten sich auch auf 
Glukose-haltigen Flatten, also unabhangig von der 
Galaktose-induzierten TRX-Peptidexpression, blau. 
Dies bedeutet, dafl in den entsprechenden Klonen 
keine inhibierenden Peptide exprimiert werden, 
welche die Blaufarbung verursachen. Von den 
Peptiden A, D, E, F, G und H stellten sich D und H 
als unspezifisch heraus, da sie auch in der Lage 
waren die LexA-TA^ Domane zu inhibieren. Die 
Inhibitoren A, E, F und G dagegen waren nur in der 
Lage die Aktivitat von CTF7 zu reprimieren (n.b.: 
nicht bestimmt ) . 

pejspiel U 



20 



Identif ikation spezifischer Tnhibitorer> -p^^^,^,-^ 
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Der in Fig. 11 beschriebene Assay wird durchgef uhrt , urn 
inhibierende Peptidsequenzen gegen die in Hefe aktive 
Protein-Protein-Interaktion LexA-CTF2 und TIM-AD (Altmann 
(1994) Disseration) zu screenen. LexA-CTF2 ist ein 
Fusionskonstrukt aus dem bakteriellen Repressor LexA und 
CTF2, einem Mitglied der NFI-Familie. Hierzu wird der 
Hefestamm INVScl mit den in Fig. ll dargestellten 
Plasmiden transf ormiert und der Transf ormationsansatz auf 
einer Glukose-haltigen Minimalmediumplatte (20 x 20 cm; 
Uracil-, Tryptophan- und Histidin-def izient zur Selektion 
auf die Plasmide) ausgestrichen. 

Dieses Beispiel stellt die in Fig. ii dargestellte 
Konf iguration dar. 

1. Es werden Genanordnungen bereitgestellt , die fiir zwei 
wechselwirkende Hybridproteine des 

Transkriptionsregulators codieren sowie eine UAS- 
Sequenz und eine TATA-Box enthalten, wobei eine 
Anordnung fiir ein LexA-CTF2, einem Fusionskonstrukt 
aus dem bakteriellen Repressor LexA und CTF2, einem 
Mitglied der NFI-Familie (Altmann et al . , Proc . Natl. 
Acad. Sci. (1994) 91, 3901-3905) codiert, sowie eine 
weitere Anordnung fur ein Hybridprotein TIM-AD 
(Altmann (1994), Dissertation). 

PSH-CTF2/TIM (entspricht dem ersten regulatorischen 
Faktor) ist das entsprechende Plasmid, welches den 
ersten regulatorischen Faktor LexA-CTF2/ADl-TIM 
codiert . 

2. pYES-Leu2/34-TetGST (Plasmid, welches den zweiten 
regulatorischen Faktor TetnF:^ 
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10 



3 . pYES2 (TRPI )TRX-01igo-Pool (Pept id-Pool exprimierendes 
Konstrukt; Komplexitat ca. 10^). 

a. Der erste regulatorische Faktor LexA-CTF2/ADl-TIM 
setzt sich, wie oben beschrieben, aus zwei 
Fusionsproteinen LexA-CTF2 und ADl-TIM zusammen, 
wobei nur bei ungestorter Protein-Protein- 
Wechselwirkung der beiden Fusionsproteine ein 
aktiver erster regulatorischer Faktor pSH-CTF2/TIM 
vorliegt (siehe Fig. 11a). Liegt kein Inhibitor 
vor, findet Gine ungestorte Protein-Protem- 
Wechselwirkung statt und ein aktiver 
Transkriptionsregulator ist vorhanden. Der aktive 
Transkriptionsregulator LexA-CTF2/ADl-TIM bindet 
15 an seine entsprechende Bindestelle auf der DNA 

(LexA-Bindestelle) , welche fiir das Tet-GST Gen 
codiert, und bewirkt eine Expression von Tet-GST. 
Tet-GST bindet an die entsprechende Bindestelle 
(Tet-GST Bindestelle) im Promotorbereich der 
Reportergene und reprimiert eine Expression der 
Reprotergene. Da Leu2 und/oder LacZ nicht 
exprimiert werden, findet weder Wachstum auf 
Leucin-def izientem Medium noch eine Blaufarbung 
nach Wachstum auf X-Gal-haltigem Medium statt. 

25 

b. Wird der Versuchsanordnung ein Inhibitor 
zugesetzt, wie z.B. ein Trx-Peptid, wird die 
Protein-Protein-Wechselwirkung der Fusionsproteine 
LexA-CTF2 und ADl-TIM gehemmt . Es liegt nun kein 
30 aktiver erster regulatorischer Faktor vor. 

Aufgrund des inaktiven ersten regulatorischen 
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eines weiteren Transkriptionsf aktors Gal4 , die 
Reportergene Leu2 und/oder LacZ exprimiert . 

Im Detail wird der Versuch, wie folgt, 
durchgefiihrt : 

Die ca, 35.000 Kolonien wurden eingesaimnelt , fiir 5 
Stunden in YPG-Mediiun (Galaktose-haltiges Vollmedium 
fiir Hefen) geschiittelt und auf Selektionsplatten 
ausgestrichen. Die Selektionsplatten besaBen 
Galaktose als Kohlenstof fquelle und waren Leucin-, 
Uracil-, Tryptophan- und Histidin-def izient . Im 
Zeitrauin von 2 bis 5 Tagen sind 6 Kolonien (A, B, 
D, E, F) gewachsen. Aus diesen wurden zur weiteren 
Spezif izierung die fiir die inhibierenden Peptide 
kodierenden Plasmide isoliert und zusaininen mit LexA- 
CTF2, TIM-AD und Tet-GST in Hefe exprimiert. Diesroal 
befand sich anstatt dem Leu2 das LacZ-Gen auf dem 
Reporteplasmid, so daii die inhibierende Wirkung der 
Peptide durch die Ausbildung eines zweiten Phanotyps 
untersucht werden konnte (Tabelle 5). Des weiteren 
wurden die Peptide exprimierenden Plasmide mit den 
beiden Reportersystemen (LacZ und Leu2) und dem 
Transkriptionsf aktor LexA-TAl in Hefen transf ormiert . 
Auf diese Weise konnten die TIM-CTF2 Interaktion 
spezifisch inhibierende Peptide von Unspezif ischen 
abgetrennt werden. 
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TabellG 5: 



Identifizierte Wachstum auf 
Inhibitoren Leucin- 
defizienten 
Flatten 


Blaufarbung auf X-Gal-haltigen 
Flatten 


Inhibierung von 
LexA-TAl auf 
Galaktose 


Glukose 


Galaktose 


A 


+ 


+ 


+ 


n.b 


B 


+ 




+ 




C 


+ 




+ 


n.b. 


D 


+ 




+ 


+ 


E 


+ 




+ 


+ 


F 






+ 





Die Inhibitoren A und C farbten sich auch auf Glukose- 
haltigen Flatten, also unabhangig von der Galaktose- 
induzierten TRX-Peptidexpression, blau. Dies bedeutet, daJ3 in 
den entsprechenden Klonen keine inhibierenden Peptide 
exprimiert werden, welche die Blaufarbung verursachen. Von 
den Peptiden B, D, E und F stellten sich D und E als 
unspezifisch heraus, da sie auch in der Lage waren, die LexA- 
TAi Domane zu inhibieren. Dagegen waren die Inhibitoren B und 
F nicht in der Lage, ADl-Tet zu reprimieren, sind also 
Inhibitoren fiir die CTF2-TIM Protein-Protein Wechselwirkung . 

In den dargestellten Versuchen 1 bis 11 ergeben sich bei 
verschiedenen Inhibitoren qualitative und/oder quantitative 
Unterschiede beziiglich der inhibitorischen Aktivitat, d.h, 
neben einer vollstandigen Heimnung des ersten regulatorischen 
Faktors sind auch graduelle Abschwachungen der Aktivitat des 
ersten regulatorischen Faktors moglich. Entsprechend sind bei 
der Expression der Reportergene neben der vollstandigen 
Expression auch araduelle vc^r«^t ^■rVl-r^ryo^ : . - 
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Patentanspriiche 



1* Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat mindestens 

eines ersten regulatorischen Faktors, welche iiber die 
Aktivitat mindestens eines Reportersystems 

nachweisbar ist, gekennzeichnet durch die folgenden 
Schritte: 

a. Bereitstellen mindestens eines Reportersystems mit 
mindestens einer srsten Genanordnung, welche 
mindestens ein Reportergen aufweist, 

b. Bereitstellen mindestens einer zweiten 
Genanordnung, die fiir mindestens einen zweiten 
regulatorischen Faktor codiert, und Wechselwirkung 
des zweiten regulatorischen Faktors mit 
Komponenten des Reportersystems, wodurch auf die 
Aktivitat des Reportersystems eingewirkt wird, 

c . Einwirkung vorzugsweise auf die Aktivitat des 
zweiten regulatorischen Faktors durch den 
mindestens einen ersten regulatorischen Faktor, 
und 

d. Nachweis der Aktivierung des mindestens einen 
Reportersystems durch Zugabe mindestens einer 
inhibitorischen Komponente iiber das Zusammenwirken 
der ersten und zweiten regulatorischen Faktoren. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

daB der erste regulatorische Faktor mit DNA- 

Abschnitten der fur- Hfr,n tvto^'-^o- 

--^^ ^..xpression aes zweitp? 

regulatorischen Faktors eingewirkt wird. 
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3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB der zweite regulatorische Faktor 
an DNA"Abschnitte des Reporter systems bindet . 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daJ5 der mindestens eine erste 
regulatorische Faktor ein oder mehrere regulierende 
Komponenten enthalt. 

^ **,w*^fc*,^wi» y ^JVWiA*i.t*(=: j^i^^niAC U , 

daB die eine oder mehrere regulierende Komponenten 
ein Oder mehrere regulierende Proteine sind. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 

daB das regulierende Protein oder die regulierenden 
Proteine ein oder mehrere Transkriptionsregulatoren 
sind. 



Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Transkriptionsregulator oder die 
Transkriptionsregulatoren ein oder mehrere 

Transkriptionsf aktoren sind, 

Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, daB das regulierende Protein oder die 
regulierenden Proteine den mindestens einen zweiten 
regulatorischen Faktor modif izieren . 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Modif ikation des 
mindestens einen zweiten regulatorischen Faktors 

durch Kinasieruno. Dephosphorvl i erima <^r^T,^ ^ .^r^^ 
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10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , daB durch Zugabe der 
inhibitorischen Komponente auf die Wechselwirkung 
zwischen mindestens zwei Koinponenten, welche 
geroeinsam den ersten regulatorischen Faktor bilden, 
und/oder auf die Aktivitat des mindestens einen 
ersten regulatorischen Faktors eingewirkt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , 
daB durch Zugabe der inhibitorischen Komponente auf 
difci Wechselwirkung zwischen mindestens emem ersten 
regulatorischen Faktor und einem DNA-Abschnitt der 
mindestens einen zweiten Genanordnung eingewirkt 
wird. 

15 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , dafi die Beeinf lussung der 
genannten Aktivitat des ersten regulatorischen 
Faktors durch inhibitorische Komponenten zu einer 

20 Einwirkung auf die Genexpression der zweiten 

Genanordnung fiihrt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, daJi ein Inhibitor iiber eine Hemmung 

25 der Aktivitat des regulierenden Proteins zu einer 

Hemmung der Expression der zweiten Genanordnung 
fiihrt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
30 gekennzeichnet, dafl durch die Zugabe der 

inhibitorischen Komponente auf die Wechselwirkung 
zwischen mindestens zwei Komponenten eingewirkt wird, 
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15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet , 

regulatorische Komponente eine 

Proteinkomponente ist oder enthalt. 

15, Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , 

dafl die mindestens eine erste Proteinkomponente ein 
Fusionsprotein ist. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet , daB die regulatorische Komponente 
eine i^^ it ^ -t-n-r-i cn-Kc^ ^rr^TnT^r^n,^^^-^ a r-,*. ^ ^ ^ ^ ^^o-ut^ij. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, daB die mindestens eine zweite 
Komponente mindestens eine Proteinkomponente ist oder 
enthalt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 
daJ3 die mindestens eine zweite Proteinkomponente 
mindestens ein Fusionsprotein ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die mindestens eine zweite 
Komponente eine Verankerungsf unktion besitzt. 

Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 
dafi iiber eine Wechselwirkung der mindestens zwei 
Proteinkomponenten diese Proteinkomponenten im 
Cytoplasma lokalisiert sind. 

22. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, 

dafi viber eine Wechselwirkung der mindestens zwei 

Proteinkomponentpn diese Pr'itp ^ nVnmp^r^Dn-t-OT- ^^o- 



20, 



21, 
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23. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 22, dadurch 

gekennzeichnet , dafi durch die Zugabe einer 
inhibitorischen Komponente iiber eine Heminung der 
Wechselwirkung zwischen den inindestens zwei 
Komponenten die mindestens eine erste Komponente, 
welche den inhibitorisch wirksamen Abschnitt enthalt, 
freigesetzt wird und mit deiti 

transkriptionsaktivierenden Faktor der Genanordnung 
fiir den zweiten regulatorischen Faktor interagiert. 



10 



24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet , 
dafi der transkriptionsaktivierende Faktor durch den 
f reigesetzten inhibitorisch wirkenden Faktor gehemmt 
wird, wodurch eine Heminung der Expression der zweiten 

15 Genanordnung erfolgt. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet , dafi als Wirtsorganismen 
Mikroorganismen, vorzugsweise Bakterien, oder 

20 eukaryotische Zellen, vorzugsweise Hefen, eingesetzt 

werden • 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, 
daJi der Bakterienstamm Escherichia coli oder der 

25 Hefestamm Saccharorayces cerevisiae eingesetzt wird. 

27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB mindestens ein Genprodukt 
des mindestens einen Reportergens nachweisbar ist. 

30 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, 
daJ3 der Nachweis des Genproduktes durch eine oder 
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Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet , 
dai5 das mindestens eine Genprodukt des Reportergens 
Zellwachstum der Wirtsorganismen in Mangelmedium 
ennoglicht . 

Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet , 
daii das Genprodukt des Reportergens Leu2 ist und 
Zellwachstum in Leucin-def izientem Medium ermoglicht. 

Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet , 
daB das Genprodukt des Reportergens LacZ Substrate m 
einer meBbaren Farbreaktion umsetzen kann. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 

dadurch gekennzeichnet , daB die genannten 

Genanordnungen auf verschiedenen Vektoren angeordnet 
sind. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 31, dadurch 
gekennzeichnet , daB die genannten Genanordnungen auf 
demselben Vektor angeordnet sind. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 32 oder 33, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Vektoren Plasmide 
sind. 



Verfahren nach einem der Anspriiche 32 bis 34, dadurch 
gekennzeichnet, daB ein oder mehrere Vektoren mit 
einer oder mehreren Genanordnungen ins Wirtsgenom 
integriert sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
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37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet , 
daB der Repressor auf die Expression des mindestens 
einen Reportergens einwirkt. 

38. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 oder 37, 
dadurch gekennzeichnet , dafl der Repressor durch 
Bindung an Komponenten des Reportersystems wirkt. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet , 
dafi die Bindung des Repressors an Komponenten des 
Re^nortersystems durch v/citorc Agenzien regulieiL 
werden kann. 

40. Verfahren nach einem der Anspriiche 36 bis 39, dadurch 
^5 gekennzeichnet, daJ3 in ein Reporterplasmid eine LacZ- 

Leu2 Genanordnung und die Repressor-Genanordnung 
integriert sind. 

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 35, dadurch 
20 gekennzeichnet, daB die zweite Genanordnung fiir 

mindestens eine Rekombinase codiert und die 
Reportersysteme Rekombinationselemente enthalten. 

42. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, 
25 dafl die Rekombinase iiber Rekombinationsprozesse 

mindestens ein Reportergen eliminiert oder 
invertiert . 

43. Verfahren nach einem der Anspriiche 41 oder 42, 
30 dadurch gekennzeichnet, daB die Rekombinase die 

sequenzspezif ische Rekombinase Cre des Coliphagen PI 
ist und das mindestens eine Reportergen flankierende 

lox P-Sequenzen als Rekombi nat i nn?;pl pmpn^p a - -f ^" 

' ' ■ ~— - .- .-...it., ^^wSpiuunt ... ^ 

bis 43, dadurch gekennzeichnet, daB der 
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Trans kript ions regulator mindestens zwei 

Hybridproteine enthalt, wobei die Hybridproteine von 
einer dritten Genanordnung codiert warden. 

5 45. Verfahren nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet , 

daJ3 ein erstes Hybridprotein ein Fusionsprotein aus 
einer DNA-Bindedomane und einer ersten 

Proteinkomponente und ein zweites Hybridprotein ein 
Fusionsprodukt aus einer Aktivierungsdomane des 
10 Transkriptionsregulators und einer zweiten 

"Di*^*- -J T%'b-/^vni^<^vs A«-v4- A J . , U r^.' 1 _ J 1 

den beiden Proteinkomponenten der aktive 
Transkriptionsregulator entsteht . 

15 46. Verfahren nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, 

daB eine Einwirkung auf die Wechselwirkung der 
Hybridproteine iiber inhibitorische Komponenten 
erf olgt . 

20 47. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 24, dadurch 

gekennzeichnet, dai5 die mindestens zwei 

Proteinkomponenten von einer fiinften Genanordnung 
codiert werden. 

25 48. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 24, dadurch 

gekennzeichnet, dafi die mindestens eine erste 
Proteinkomponente einen Abschnitt, der mit der 
mindestens einen zweiten Proteinkomponente 

wechselwirkt, einen Abschnitt, der mit einem 

30 Transkriptionsf aktor wechselwirkt sowie einen 

inhibitorischen Abschnitt enthalt, wobei erst nach 
Hemmung der Wechselwirkung der Bindung zwischen den 

"1 rt d S 1" *^ e -7 w<=> -i T> >- r-, -t- o V o -ri p n o o ^ * r V i V ' + - " ^ ■ ; 

, ^ i iue s t e ri b ■ . ^ i le : . we i L e i . r equxai-Ci isc nen e - a k c o r b 
hemmt , 
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50. 



49. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch 

gekennzeichnet, daB die mindestens eine erste 
regulatorische Komponente ein Transkriptionsregulator 
Oder Transkriptionsfaktor der Genanordnung des 
zweiten regulatorischen Faktors ist, der nach 
Inhibierung der Wechselwirkung mit der mindestens 
einen zweiten Proteinkomponente in seiner Aktivitat 
reduziert oder inaktiviert wird, wodurch die 
Expression des zweiten regulatorischen Faktors 
gehemmt wird. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi diese inhibitorischen 
Komponenten Naturstoffe wie Peptide, Nukleinsauren 
und Kohlehydrate oder andere chemische Substanzen 
sind. 

Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
daB die inhibitorischen Komponenten durch Mutagenese 
veranderte Bestandteile des mindestens einen ersten 
regulatorischen Faktors sind. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB mindestens eine weitere 
vierte Genanordnung fiir die Expression von Peptiden 
bereitgestellt wird. 

53. Verfahren nach einem der Anspruche 44 bis 46 und 50 

bis 52, dadurch gekennzeichnet, daB durch die 
Einwirkung auf die Wechselwirkung der mindestens zwei 
Hybridproteine des Transkriptionsregulators die 
Expression mindestens eines Repressor-Gens ao^^tpn^^- 



51 



52 
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54. Verfahren nach Anspruch 53, dadurch gekennzeichnet , 
daJ5 durch Hemmung der Wechselwirkung der 
Hybridproteine des Transkriptionsregulators die 
Expression des Repressor-Gens gehemmt wird und eine 
Expression des mindestens einen Reportergens erfolgt. 

55. Verfahren nach einem der Anspriiche 44 bis 46 und 50 
bis 52, dadurch gekennzeichnet , daB durch die 
Einwirkung auf die Wechselwirkung der mindestens zwei 
Hybridproteine des Transkriptionsregulators die 
Expression mindestens einer Rekombinase gesteuert 
wird, wodurch eine Veranderung der Expression 
mindestens eines Reportergens erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, 
daJi durch Hemmung der Wechselwirkung der 
Hybridproteine des Transkriptionsregulators die 
Expression der Rekombinase gehemmt wird und eine 
Expression des mindestens einen Reportergens erfolgt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 24 und 47 
bis 49, dadurch gekennzeichnet, daB durch die 
Einwirkung auf die Wechselwirkung der mindestens zwei 
Proteinkomponenten die Expression mindestens eines 
Repressor-Gens gesteuert wird, wodurch eine 
Veranderung der Expression des mindestens einen 
Reportergens erfolgt . 

Verfahren nach Anspruch 57, dadurch gekennzeichnet, 
dafi durch Hemmung der Wechselwirkung der 
Proteinkomponenten die Expression des Repressor-Gens 
gehemmt wird und eine Expression des mindestens einen 

bis 49, dadurch gekennzeichnet, daB durch die 



15 56 



20 



57 



25 



58. 

30 
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Einwirkung auf die Wechselwirkung der mindestens zwei 
Proteinkomponenten die Expression mindestens einer 
Rekombinase gesteuert wird, wodurch eine Veranderung 
der Expression mindestens eines Reportergens erfolgt, 

Verfahren nach Anspruch 59, dadurch gekennzeichnet , 
dai3 durch Hemmung der Wechselwirkung der 
Proteinkomponenten die Expression der Rekombinase 
gehemmt wird und eine Expression des mindestens einen 
Reportergens erfolgt . 

Verfahren nach einem der Anspriiche 41 bis 60, dadurch 
gekennzeichnet, dafi in einem Wirtsorganismus 
gleichzeitig Genanordnungen fiir mindestens einen 
Repressor und mindestens eine Rekombinase 
bereitgestellt werden. 

Verfahren nach Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, 
daB je nach eingestellten Versuchsbedingungen der 
Repressor oder die Rekombinase oder beide exprimiert 
werden . 



Verwendung eines der Verfahren nach einem der 
Anspriiche 1 bis 62 zur Ermittlung von inhibierenden 
Substanzen, die bevorzugt als Leitstrukturen 
einsetzbar sind. 



Verwendung nach Anspruch 63, dadurch gekennzeichnet, 
daB die inhibierenden Substanzen Peptide sind. 

Verwendung nach einem der Anspruche 63 oder 64, 
dadurch gekennzeichnet, daB die inhibierenden 
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